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Au cours de ces derniéres années, les anticorps marqués a la 
fluorescéine se sont révélés de plus en plus utiles pour la détec- 
tion des antigénes et des anticorps en microscopie. Ils ont été 
ulilisés dans les recherches de base et commencent, maintenant, 
a étre appliqués au cours d’examens cliniques, 

L’utilisation la plus ancienne de cette technique a été la 
recherche de Ja localisation, dans les tissus, des antigénes injectés 
a l’animal |4, 2]. Cette technique, utilisée encore aujourd’hu, 
consiste a mettre quelques gouttes d’un antisérum marqué par la 
fluorescéine sur une coupe de tissu ou un étalement contenant 
Yantigéne et a éliminer les molécules de protéines non liées par 
lavage. Lorsque le tissu est observé au microscope en lumiére 
ultraviolette, Vanticorps marqué spécifiquement hé a l’antigéne 
permet de déceler ce dernier. 

Des antigénes peuvent également étre décelés indirectement {3] 
en les recouvrant d’abord d’un anticorps non marqué, par exemple 
un sérum humain de convalescent, et ensuite, aprés lavage, par 


(*) Conférence prononcée le 29 février 1960, 4 la Société Francaise de 
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un anticorps fluorescent dirigé contre le premier anticorps, un 
anticorps anti-globuline humaine par exemple. Dans cette tech- 
nique, le matériel étudié peut étre entrainé au cours des nom- 
breuses manipulations ; on devra’ donc sécher puis fixer 4 nouveau 
(méthode décrite ci-dessous), immédiatement avant d’appliquer 
Vanti-globuline fluorescente. 

Les anticorps peuvent étre décelés dans les tissus en déposant 
sur une coupe de tissu une solution de Vantigéne homologue, 
lequel se fixe A l’anticorps spécifique [4]. On lave ensuite afin de 
se débarrasser de l’antigéne non lié, on ajoute l’anticorps fluores- 
cent et lanticorps marqué réagit avec l’antigéne. Aprés lavage, 
l’anticorps peut alors étre localisé dans le tissu par Vexamen 
microscopique. Le lavage est toujours effectué en utilisant de l’eau 
physiologique froide tamponnée (phosphate) pH 7,0 (voir Appen- 
dice). La solution d’anticorps restant sur la lame est décantée ; la 
lame est placée dans une cuve a rainures contenant l’eau physio- 
logique tamponnée froide, pendant dix minutes. On change la solu- 
tion de lavage aprés cing minutes. 

La solution d’anticorps est déposée goutte 4 goutte sur la coupe 
aprés avoir pris soin d’éponger la lame autour de la coupe. ‘Le 
temps de contact peut étre de vingt a trente minutes. Le contact 
prolongé avec l’anticorps fluorescent augmente la fluorescence 
non spécifique. Pour éviter l’évaporation de la solution, on peut 
recouvrir la lame avec un couvercle de boite de Petri dont le fond 
est tapissé de papier filtre imbibé d’eau. Aprés un lavage final, 
la lame est recouverte d’une goutte de glycérine et d’une lamelle 
(glycérine : 9 parties ; eau physiologique tamponnée : 1 partie ; 
pH 7,0). 


PREPARATION DU MATERIEL A ETUDIER. 


Diverses méthodes peuvent étre utilisées, pour Ja préparation 
du tissu, ou de tout autre matériel. Pour les tissus, des coupes, 
rapidement congelées, sont fréquemment utilisées ; de cette facon, 
la morphologie, aussi bien que la réactivité immunologique, sont 
préservées. Pour congeler les tranches de tissu rapidement, on 
les applique contre la paroi interne d’un tube de verre, puis on 
plonge le tube dans un mélange d’alcool butylique et de neige car- 
bomique & — 70°. Pour couper le tissu congelé, plusieurs types 
de cryostats comportant un microtome ont été mis au point. Des 
chambres & — 15°C peuvent également étre utilisées. Dans ces 
conditions, on peut couper le tissu & environ 5 w d’épaisseur. 

Le tissu congelé ayant tendance a s’enrouler au moment ot on 
le coupe, on retient le bord libre de la coupe avec un pinceau fin 
contre la surface du rasoir, tout en continuant de couper. Il existe 
des appareils permettant de faire les coupes congelées dans une 
ambiance non refroidie, mais leur utilisation est plus difficile. 
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Les antigénes ont pu ainsi é¢tre décelés sur des coupes et des 
empreintes de tissu, mais aussi sur des é¢talements de microorga- 
nismes en culture, de sang, d’exsudats, de féces, ete. 


FIXATION. 


Pour éviter une perte d’antigéne ou d’anticorps par solubili- 
sation, les lames supportant les coupes ou les étalements sont 
immergées dans un fixateur doux, par exemple de l’alcool éthy- 
lique ou méthylique, acétone, etc. (si l’antigéne est soluble dans 
une de ces solutions, i] faut en utiliser une autre). Nous employons 
habituelement un mélange d’alcool absolu et d’éther pendant 
quinze minutes, suivi d’un bain d’alcool a 96 p. 100 a 37° C pen- 
dant quinze minutes. Les tissus sont ensuite lavés et recouverts 
de quelques gouttes d’anticorps fluorescents. 


LA MICROSCOPIE EN FLUORESCENCE. 


Elle consiste a utiliser un microscope ordinaire avec des 
objectifs achromatiques ou apochromatiques. Pour les objectifs 
a immersion, un diaphragme intérieur est nécessaire. Tous les 
dispositifs peuvent étre rassemblés sur le méme microscope et 
utilisés : fond noir, fond clair, contraste de phase. Une lJumiére 
ultraviolette puissante est essentielle, tout au moins pour la fluo- 
rescéine. Nous utilisons les lampes 4 vapeur de mercure HBO-200 
(Osram) ou AH-6 (General Electric). Deux types de filtres doivent 
étre ulilisés : le premier ou filtre « exciteur » est placé entre la 
source de lumiére et Je condensateur qui élimine les longueurs 
d’onde dans le visible; le deuxiéme, filtre d’arrét ou « filtre 
barriére » qui est placé entre la lame 4 examiner et l’oculaire, 
élimine les rayons ultra-violets mais laisse passer la lumiére 
fluorescente. Nous utilisons, pour la fluorescence, une des deux 
combinaisons suivantes : 

Filtre exciteur Corning n° CS 5-58 [demi-épaisseur] (Corning 
Glass Co International, S. A., Zurich, Suisse, ou P. O. Box 544, 
Corning, N. Y., U.S. A.) avec le filtre barriére OG4 (Zeiss), ou 
bien filtre exciteur UG 2 (Zeiss) avec le filtre barriére Wratten 2 B 
(Eastman Kodak, Co). Coons [7] a utilisé le Corning n° 5840, 
demi-épaisseur, comme <« filtre-exciteur » et le Wratten 2 B comme 
filtre « barriére ». Pour éviter que la chaleur de la source ne casse 
les filtres exciteurs, il faut intercaler entre eux un filtre anti- 
calorique, une solution faiblement concentrée de SO,Cu par 
exemple (5 4 25 p. 100). ; ot, 

La photographie peut étre effectuée avec Vappareil ordinaire 
en utilisant des films rapides: film en noir et blanc : Ansco 
« Super Hypan » (temps d’exposition : vingt-cing 4 quarante-cing 
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secondes avec des ebjectifs secs et plus d’une minute avec des 
objectifs 4 immersion) ; film en couleurs : Ansco « Super Ansco- 
chrome » (temps d’exposition : huit & vingt secondes avec des 
objectifs secs et quarante-cing a quatre- -vingt- dix secondes avec 
des objectifs & immersion). 


CONJUGAISON DES ANTICORPS AVEC LA FLUORESCEINE. 


Il existe actuellement plusieurs composés fluorescents pouvant 
étre facilement liés aux protéines ; les plus communs sont les iso- 
cyanate et isothiocyanate de fluorescéine qui donnent une couleur 
vert-jaune et la rhodamine [8] qui donne une couleur rouge 
orangée. Dans nos expériences, nous avons eu avantage a ulti- 
liser “de préférence Visothiocyanate plutdt que Visocyanate 7 cette 
substance reste stable longtemps, est produite commercialement 
et l’efficacité du marquage des protéines est plus élevée que celui 
de l’isocyanate. Nous avons utilisé isothiocyanate de fluorescéine 
produite par Dajac Laboratories (1). L’anticorps a marquer doit 
étre aussi fort que possible, provenir d’un animal hyperimmunisé 
(si possible) et doit étre fractionné par relargage 4 partir du sérum. 
Le marquage s’effectue simplement: on ajoute peu a peu la 
poudre d’isothiocyanate de fluorescéine & une solution de pro- 
téines tamponnée a pH 9,0 et maintenue a 0-4° C. Les concentra- 
tions utilisées pour la réaction sont : 


Protéine-globuline (concentration 

finale). Greets tsncraraepey sae ce yetmtogers 1 p. 100 poids/volume 
Tampon carbonate (voir appendice). 15 p. 100 vol./vol. 
0,15M NaCl. Q. S. pour obtenir 

une concentration finale en pro- 

téIN GA cavadae Maree ee rae Helo: 
Isothiocyanate de fluorescéine (mg). 1/20 de la quantité (mg) 

de protéine utilisée. 


Par exemple, pour une solution (globuline) d’anticorps conte- 
nant 35 mg de la protéine par millilitre, on mélange a froid, en 
suivant Vordre indiqué ci- -dessous et on agite constamment : 


Oa Oi Poel De CU Renn Nord Ae ope hoon oa ot dec 28,2 ml 
2 Tam pons carbonates y44.-er meee center 7,5 ml 
3. Solution de  protéine. Fraction globuline 

C500 aa cag brace ete RO arco G Sut cre O.c.Siuid 0.08 14,2 ml 
Nolume total avis ceva eat ee eee es 50,0 
4. Isothiocyanate de fluorescéine (ajouter lente- 

410%) 1) ee ree Moaieiciicn init antinori Aln ol oh c 25,0 mg 


(1) 5000 Langdon Street, Philadelphia, Pa (U.S. A.). 
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Aprés agitation a froid pendant dix-huit heures, les produits 
conjugués sont dialysés contre de l’eau physiologique tamponnée 
a pH 7,0, a froid, en agitant pour éliminer la fluorescéine non liée 
(durée de dialyse : deux A quatre jours ; changer l’eau de dialyse 
matin et soir). 


ELIMINATION DE LA FLUORESCENCE NON SPECIFIQUE. 


Il reste cependant, dans cette solution d’anticorps fluorescent, 
des substances donnant une fluorescence non spécifique aux tissus ; 
celles-ci provoquent des difficultés d’interprétation, il faut done 
les éliminer aussi complétement que possible. Plusieurs méthodes 
ont été adoptées, parmi lesquelles : 


1° L’adsorption de la solution contenant l’anticorps fluorescent 
sur une poudre de tissu [4] (le mode de préparation et d’adsorp- 
tion des solutions fluorescentes sera décrit plus loin). 


2° L’adsorption sur une colonne de résine [7]. 


3° La précipitation des globulines par l’alcool a froid, selon la 
méthode de Cohn. Nous avons trouvé que l’adsorption par la 
poudre de tissu est trés efficace, bien que d’autres types de pro- 
blemes puissent nécessiter une méthode différente. 


PURIFICATION DE L’ ANTISERUM. 


Il faut porter une attention particuliére aux constituants de 
Vantisérum marqué par la fluorescéine. Si l’antisérum fluorescent 
contient des anticorps contre des impuretés de l’antigéne ou si les 
anticorps provoquent une « réaction-croisée » avec les autres anti- 
génes, Vinterprétation des résultats devient difficile. De plus, 
puisque dans cette technique, la premiére étape d’une réaction 
immunologique est seule nécessaire (c’est-a-dire la combinaison 
de l’anticorps fluorescent avec un antigéne stabilisé), les impu- 
retés ou les « réactions-croisées » deviennent trés apparentes. 
Pour identifier les anticorps indésirables dans un antisérum, on 
s’aidera utilement de la précipitation en milieu liquide ou en milieu 
gélosé pour les antigénes solubles. Pour les microorganismes, 
lorsque cela est possible, les techniques sensibles d’agglutination 
peuvent étre utilisées. Aprés leur identification, les anticorps indé- 
sirables sont épuisés par précipitation ou agglutination, et leur 
élimination vérifiée. \L’interprétation des images devra encore 
s’entourer de précautions puisque seuls les anticorps ideritifiés 
ont été éliminés. 
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TEMOINS. 


Coons l’a fréquemment indiqué, cette technique (de méme que 
toutes les autres techniques en immunologie) nécessite des 
controles suffisants pour interpréter correctement les résultats. 


Parmi les témoins les plus utiles, nous citerons : 

1° L’absorption par l’antigéne de l’anticorps spécifique de l’anti- 
sérum marqué, avant coloration. 

2° L’utilisation d’une substance de méme nature mais sans 
parenté antigénique, par exemple d’autres espéces de bactéries 
ne contenant par d’antigéne commun. 


3° L’utilisation d’autres anticorps fluorescents ou de globu- 
lines normales fluorescentes. 


4° L’inhibition de la fluorescence spécifique par l’application 
de l’anticorps non marqué avant l’anticorps marqué. 


APPLICATION DE LA TECHNIQUE. 


La technique des anticorps fluorescents s’applique d’ores et déja 
a des questions trés variées comme en font foi de nombreuses 
publications : 


1° Etude des protéines participant a certaines maladies cliniques 
et expérimentales, spécialement les « affections par auto-immu- 
nisation ». 


2° Etude de la localisation des antigénes spécifiques et des anti- 
corps dans les phénoménes d’hypersensibilité expérimentale. 


3° Etude in vivo du devenir des antigénes injectés et de la pro- 
duction d’anticorps. 


4° Etudes hématologiques et spécialement des antigénes des 
tissus et des cellules, y compris les antigénes des tumeurs. 


5° Etude de la localisation des hormones dans des tissus. 


6° Enfin, en microbiologie, un vaste champ d’application s’est 
ouvert. 


Mes remarques se limiteront 4 une bréve discussion de cette 
derniere catégorie, suivie d’un exposé sur l’hypersensibilité expé- 
rimentale, ot. nous soulignerons la valeur particuliére des résultats 
obtenus & l’aide de cette technique, pour la compréhension du 
phénoméne. 

En microbiologie, la technique des anticorps fluorescents est 
de plus en plus utilisée dans les domaines de l’expérimentation 
et du diagnostic. Elle se révéle utile dans les examens oti liso- 
lement des germes est rendu difficile et particuli¢rement dans la 
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recherche des bactéries pathogénes durant l’administration d’anti- 
bioliques, au moment ot la coloration et les cultures classiques 
s’avérent insuffisantes (Escherichia coli pathogéne [9], staphylo- 
coque [{40]}). Elle se montre utile au repérage des microorganismes 
se présentant sous des formes variées et dans un mélange de 
germes possédant une morphologie semblable au repérage ‘dune 
espece ou d’une variété donnée. Les premiers travaux indiquent 
que cette technique semble devoir s’imposer pour le ee 
rapide de certaines maladies infectieuses. L’emploi d’antisérums 
polyvalents, contenant des anticorps contre plusieurs espéces ou 
variétés pathogénes, doit obvier a la multiplicité des analyses [44]. 

D’une fagon générale, l’utilisation de ces techniques dans les 
examens courants doit apporter une économie de matériel, de 
main-d’ceuvre et de temps [42]. 

De nombreux travaux ont déja été effectués sur les bactéries, 
les virus, les champignons, les rickettsies et les parasites. Notre 
intention n’est pas d’en présenter ici une revue complete, revue 
qui a été faite récemment par Coons [5] ot l’on trouvera les tra- 
vaux catalogués par microorganismes. 

Plusieurs méthodes ont été retenues pour l’étude ou J’identifi- 
cation des microorganismes. Parmi elles, les deux plus courantes 
sont: 1° la méthode directe dans laquelle les microorganismes 
sont colorés par les anticorps homologues fluorescents; 2° la 
méthode indirecte dans laquelle des germes inconnus sont soumis 
successivement a l’action d’un sérum anti-baclérien connu et 
ensuite d’un sérum anti-globuline fluorescent. L’intérét de celte 
méthode indirecte réside dans le fait que l’on peut n’utiliser qu’un 
seul sérum anti-globuline fluorescent pour l’identification de toutes 
les espéces étudiées. On peut ainsi analyser toutes les sources de 
microorganismes : tissus, exsudats, étalements de sang, féces, etc., 
a Vaide d’une de ces deux méthodes. D’autres méthodes sont uti- 
lisées, bien que moins fréquemment, pour la détection des anti- 
génes ou des anticorps. L’une d’entre elles utilise la détection 
d’une conglutinine ou coprécipitine (complément probablement) 
pour mettre en évidence une réaction antigéne-anticorps [43]; une 
autre utilise l’inhibition compétitive spécifique d’un anticorps fluo- 
rescent par un anticorps contenu dans un sérum inconnu [44). 

Le plus souvent, la spécificité de la réaction concorde avec la 
spécificité des autres techniques habituellement employées. L’étude 
des différents antigénes de Salmonella typhi par exemple a permis 
de préciser trois localisations antigéniques différentes, les flagelles, 
lantigéne Vi et l’antigéne somatique « O » [45]. Autre exemple : 
dans les cas ot des anticorps anti-bactériens réagissent sérologi- 
quement avec un aulre type, on retrouve une image fluorescente 
avec les deux types. Pour éviter de telles réactions, certains 
auteurs ont absorbé l’antisérum avec les microorganismes donnant 
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une «réaction croisée ». On a pu ainsi dislinguer six groupes 
différents de streplocoques [42}. De méme, on a réussi, sur des 
sérums anti-typhiques murin et épidémique, 4 absorber des anti- 
corps donnant une réaction croisée [6]. Un autre exemple de la 
spécificité des anticorps marqués par la fluorescéine a été montreé 
chez l'enfant dans une étude de l’entérite 4 colibacille [9]. Lors- 
qu’on a utilisé l’anticorps fluorescent contre un type dE. colt, 
on a trouvé une fluorescence positive avec ce type, mais négative 
pour six autres types d’E. coli pathogenes, négative aussi pour 
six autres espéces, comme les streptocoque, staphylocoque, 
Pseudomonas, etc. 

Tandis que la plupart des études sur |’identification des micro- 
organismes ont démontré la spécificité que pouvaient laisser pré- 
voir les réactions sérologiques connues, des difficultés ont, par 
contre, été rencontrées dans l’examen des féces chez les adultes. 
Au cours d’une étude sur lV identification de Salmonella typhi 
et d’autres bactéries pathogénes de |’intestin, les anticorps fluores- 
cents ont coloré les germes homologues des féces pathologiques, 
mais aussi certains germes de féces normales [46]. La recherche 
des bactéries colorées dans les féces normales a conduit a isoler 
en culture des germes qui agglutinent sous |’action des anlisérums 
ulilisés. Il s’agit donc d’antigeénes communs entre espéces diffé- 
rentes pathogénes ou non pathogénes ; certaines de ces parentés 
antigéniques étaient déja connues, d’autres ne l’étaient pas. Des 
résultats semblables ont été trouvés lorsqu’on a cherché a iden- 
tifier Shigella flernerit dans les féces d’adultes [47]. Un exemple 
d’interprétation rendue difficile par la présence d’une « réaction 
croisée » est celui d’Histoplasma capsulatum |48]; un sérum fluo- 
rescent anti-H. capsulatum ne provoque pas de fluorescence avec 
cing souches de Candida albicans et cing souches de Cryptococcus 
neoformans, mais réagit, au contraire, avec cing souches parmi 
quinze de Blastomycosis dermatidis. L’absorption de ce sérum 
avec les souches de B. dermatidis qui donnent une réaction 
croisée, réduit fortement la fluorescence a )’égard de H. capsu- 
latum. Les identifications qui ont été faites a partir de matiéres 
fraiches prélevées au foyer d’inflammation, s’accompagnent d’un 
isolement des germes en culture ; on a trouvé au cours de |’ étude 
d’angines  streptocoques [42] que la fréquence des identifications 
précoces par la fluorescence directe pouvait étre augmentée si on 
appliquait cette fluorescence a la culture dans Jes heures qui 
suivent l’ensemencement. 

La méthode indirecte de coloration des microorganismes qui 
a été utilisée pour identifier des germes inconnus, par un sérum 
connu, peut inversement étre appliquée a des germes connus et 
servir a détecter la présence d’anticorps dans le sérum de malades 
atleints, par exemple de syphilis [49, 20], de typhus [6], pneu- 
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monie atypique [24, 22], de trypanosomiase [23] ou de mycoses [24]. 
On peut appiiquer dés maintenant ce type de sérodiagnostic en 
utilisant diverses souches connues et un seul sérum anti-globuline 
fluorescent. Cependant, il faudra un certain recul pour que ces 
résultats puissent étre interprétés avec toutes les précautions dési- 
rables. I] n’est peut-¢tre pas nécessaire d’ajouter que, lorsqu’on 
emploie la méthode indirecte pour déceler la présence d’anticorps 
dans le sérum d’un malade, en utilisant un antigéne propre au 
tissu humain, on obtiendra une fluorescence diffuse abondante, 
provoquée par la globuline humaine naturellement présente. 

Le bactériologiste, ainsi, a le choix entre les deux méthodes soit 
directe, soit indirecte. Ce choix sera souvent imposé par les élé- 
ments du probleme qu’il aura a résoudre. Cependant, pour la 
détection et Videntification des microorganismes, il est préférable 
d’uliliser plusieurs méthodes. Ceci peut se révéler profitable, aussi 
bien pour l’investigateur qui fait la mise au point, que pour ceux 
qui souhaitent en applilquer les résultats. 

Le probléme de la sensibilité de la technique des anticorps fluo- 
rescents est difficile & traiter puisque, pour de nombreuses espéces, 
la sensibilité n’a pas élé éludiée. Chaque laboratoire doit comparer 
les sensibilités des méthodes de fluorescence et des méthodes déja 
acquises. Cependant, dans les études ott cette comparaison a été 
faite, on a trouvé fréquemment pour la fluorescence, une sensibi- 
hité égale ou plus grande que celle développée par d’autres 
méthodes. Par exemple, dans les études de |’entérite a colibacille 
déja mentionnées [9] sur 114 échantillons fécaux, 53 seulement 
étaient positifs en culture pour le EF. coli pathogéne, tandis que 
92 étaient positifs en fluorescence, y compris les 53 cas précé- 
dents. Deux études concordantes ont été faites sur des sérums de 
syphilitiques : Borel et Durel en particulier ont trouvé une sensi- 
bilité égale ou plus grande avec la technique de fluorescence [49]. 
Dans une autre étude portant sur six espéces différentes, on 
a trouvé que le nombre minimum de bactéries qu’il est possible 
de faire agelutiner était de 10 millions/ml, tandis que le nombre 
minimum de bactéries détectées par fluorescence était 4 peu prés 
de 100/ml. De plus, la présence des germes étrangers 4 la réaction 
a rendu difficile la lecture de |’agglutination alors que l’image 
fluorescente était trés nette [25]. 

L’application des anticorps fluorescents au diagnostic en est 
encore, dans la plupart des cas, 4 son début. La place que pour- 
raient prendre ces techniques parmi les autres moyens diagnos- 
tiques du laboratoire dépendra d’études nouvelles trés poussées 
et bien contrélées. Dés a présent, la technique des anticorps fluo- 
rescents, dans ses versions directe ou indirecte, semble présenter 
de solides avantages pour la réalisation de certains diagnostics 


précoces. 
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* 
xk 
EruDES SUR LE PHENOMENE D’ ARTHUS. 


Pour que le phénomeéne d’Arthus se produise, il est nécessaire 
que l’antigéne et l’anticorps soient présents simultanément ; ce 
fait est bien établi depuis les travaux de Opie [26] et plus tard de 
Culbertson [27] et Cannon et Marshall [28]. Les techniques quan- 
titatives de Fischel et Kabat [29], Benacerraf et Kabat [80] ont 
confirmé cette nécessité. Cependant, la connaissance des types 
cellulaires mis en cause lors de l’interaction de l’antigéne et de 
l’anticorps n’a pu étre précisée tant que le site méme de la combi- 
naison de l’antigéne avec Vanticorps dans les tissus est resté 
inconnu. En outre, malgré importance reconnue de l’antigéne et 
de l’anticorps, il restait beaucoup 4 apprendre sur la pathogénie 
des divers types de réactions d’Arthus et sur les facteurs respon- 
sables de la diminution de l’inflammation. Des études on* été entre- 
prises sur ces bases. 


I. — ErupEs suR LA LOCALISATION DE L ANTIGENE ET DE L’ANTI- 
CORPS DANS LES DIVERS TYPES DE REACTIONS D ARTHUS. 


Nous avons comparé, dans cette étude, quatre types de réactions 
d’Arthus : 1° la réaction classique dans laquelle les lapins sensi- 
bilisés ont regu une injection intradermique de l’antigéne (Arthus 
actif) ; 2° la réaction d’Arthus passive inversée (R. P. A.) dans 
laquelle l’injection intraveineuse de l’antigéne chez un animal 
normal est suivie trente minutes plus tard d’une injection intra- 
dermique de l’anticorps ; 3° la réaction d’Arthus passive locale 
(L. P. A.) dans laquelle on injecte au méme endroit de la 
peau, mais a trente minutes d’intervalle, l’anticorps puis J’anti- 
géne, et enfin 4° une réaction cutanée produite par l’injection 
intradermique des complexes solubles purifiés, de l’antigéne et de 
l’anticorps. Les complexes solubles sont préparés en deux temps : 
d@’abord par précipitation de l’anticorps a partir d’un mélange 
d’antisérums au point d’équivalence et lavage du précipité, et 
ensuite par dissolution du précipité obtenu dans un exces de 
Pantigéne. La quantité finale d’antigéne a été trois fois celle 
utilisée au point d’équivalence. Au cours de ces expériences, nous 
avons utilisé, comme antigéne, la sérumalbumine bovine (S. A. B.). 
Les réactions d’Arthus ont été pratiquées sur des lapins, sauf 
exceptions que nous signalerons. La plupart des méthodes utili- 
sées ont déja été publiées [84, 32] et ne seront pas deécrites 
a nouveau. 


‘Les méthodes d’examen macroscopique et microscopique ont 
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permis de diviser ces réactions en deux groupes : d’une part 
les réactions d’Arthus actives et les réactions passives inversées ; 
d’autre part, les réactions locales passives et les réactions pro- 
voquées par l’injection locale de complexes solubles. On trouvera 
sur le tableau I une comparaison entre les trois derniers types 


Tasteau I. — Intensité des réactions macroscopiques chez le lapin 
normal en fonction de la quantité d’anticorps injectée. (Intensité 
de la réaction appréciée en fonction de la présence et de la dimen- 
sion des tailles d’edéme, d’érythéme, d’hémorragie et de nécrose.) 


Complexes solubles 


*LPA produit par linjection intradermique au méme endroit, mais a trente 
minutes d’intervalle, de l’anticorps puis 0,2 mg N de Vantigtne (SAB). ** RPA 
produit par l’injection intraveineuse de l’antigtne (SAB), 8,0 img N, suivie trente 
minutes plus tard d’une injection intradermique de l’anticorps. Extrait du J. exp. 


Med., 1958, 108, 591. 


de réactions, en fonction de la quantité d’anticorps injectée : 
chaque évaluation représente la moyenne de deux a quatre réac- 
tions sur un seul lapin. La notation +++ + signifie quil y a 
hémorragie et nécrose au niveau de la réaction ; tandis que les 
lésions produites par la réaction passive locale (L. Pex et par 
les complexes solubles ont une intensité comparable, la réaction 
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passive inversée (R. P. A.) se montre beaucoup plus sévére pour 
une dose d’anticorps plus faible (pl. I, fig. 1 et 2). De plus, ’'acmé 
survient en cing 4 huit heures pour les réactions du type R. P. A. 
(comme pour la réaction d’Arthus) et beaucoup plus tard (vingt 
4 vingt-quatre heures) pour les réactions du type L. P. A. et celles 
provoquées par linjection de complexes solubles. L’examen 
histologique a montré: d’une part, que les lésions des réactions 
d’Arthus et du type R. P. A. sont caractérisées par une inflam- 
mation vasculaire sévére et la présence de nombreux poly- 
nucléaires neutrophiles infiltrés dans les parois vasculaires (pl. I, 
fig. 3); on y note une hémorragie diffuse et des thromboses. 
D’autre part, les réactions passives locales et celles dues aux 
complexes solubles montrent une inflammation réduite, peu de 
thromboses et peu d’hémorragies ; on note la présence de poly- 
nucléaires neutrophiles et d’un oedéme diffus. 

Ainsi les observations macroscopiques et microscopiques per- 
mettent de distinguer deux types de réactions : 1° celies dans les- 
quelles l'un des réactifs, Vantigene ou l’anticorps, est présent 
dans la circulation sanguine au moment ow l'autre réactif es! 
injecté dans le derme, c’est-a-dire les réactions d’Arthus actives 
et passives inversées ; 2° celles dans lesquelles les deux réactifs 
sont injectés localement, c’est-a-dire la réaction passive locale et 
la réaction avec les complexes solubles. 

La technique des anticorps fluorescents a permis de mettre en 
lumiére les raisons des caractéres inflammatoires propres a ces 
deux types de réaction. On étudie a différents moments la _ pré- 
sence de l’antigéne et des globulines de lapin sur des coupes de 
tissus congelés, prélevés sur les diverses lésions. Pour simplifier 
la mise en évidence des globulines de lapin, on a utilisé le systéme 
albumine bovine, globulines de lapin anti-albumine bovine que 
lon a injecté au cobaye. Dans les réactions du premier type 
(Arthus actif et R. P. A.) on trouve une forte concentration de 
chacun des réactifs dans les parois des vaisseaux lésés (pl. I, fig. 4). 
D’autre part, dans les réactions du deuxiéme type, l’antigéne 
et les globulines de lapin se trouvent dispersés dans le tissu 
conjonctif: on ne note qu’une quantité faible ou nulle de ces 
réactifs dans Jes parois vasculaires. Il découle de ces études que, 
dans le deuxiéme type de réaction, lorsque l’antigéne et l’anti- 
corps sont injectés localement, |’inflammation se présente sous 
forme diffuse, l’antigéne et l’anticorps se trouvant dispersés au 
moment de leur réaction. Au contraire, dans le premier type de 
réaction (R. P. A. et l’Arthus actif), le réactif injecté dans le 
derme, tantét l’antigéne, tantot Vanticorps, se répand dans les 
tissus et rencontre dans les parois des vaisseaux, des quantités 
importantes de V’autre réactif circulant. Ceci explique probable- 
ment le type vasculaire de l’inflammation ; on peut alors penser 
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que la destruction sélective des vaisseaux provoquerait des lésions 
plus ou moins séveéres au niveau des tissus selon que la concen- 
tration de l’antigéne et de l’anticorps dans les parois serait plus 
ou moins forte. 


II. — Le ROLE DES POLYNUCLEAIRES NEUTROPHILES DANS LA PATHO- 
GENIE DES MODIFICATIONS VASCULAIRES AU COURS DU PHENOMENE 
p ARTHUS. 


Dans les lésions précédemment décrites, on a trouvé des poly- 
nucléaires neutrophiles dans les régions de forte densité en <anti- 
géne et en globulines de lapin. Une observation plus poussée 
montre que ces substances se trouvent dans les polynucléaires 
neutrophiles sous forme de granules cytoplasmiques. Des études 
ont alors été entreprises pour établir si l’antigéne et l’anticorps 
pouvaient par eux-mémes provoquer une destruction vasculaire 
en labsence de polynucléaires neutrophiles. On injecte par voie 
intraveineuse chez des lapins adultes une dose d’ypérite a l’azote 
de 1,75 mg/kg. Quatre jours aprés cette injection, le nombre des 
polynucléaires neutrophiles circulants avait fortement diminué, 
tombant parfois presque a zéro. A ce moment, chez ces Japins 
sensibilisés auparavant, on injecte dans le derme 75 ou 100 ug 
(en azote) d’albumine bovine : on ne trouve, dans les premiéres 
heures, qu’une réaction macroscopiquement faible ou nulle chez 
les lapins privés de polynucléaires neutrophiles, tandis que chez 
les lapins normaux sensibilisés, la réaction se montrait toujours 
sévére. Ces faits confirment les études de Stetson [83] et de 
Humphrey [34]. Des coupes microscopiques pratiquées a ce 
moment chez les lapins privés de polynucléaires neutrophiles 
révélent absence d’une inflammation vasculaire ou générale. 
Cependant, on a trouvé dans les parois des veinules et des capil- 
laires, un dépdt de matiére colorée par |’éosine (pl. II, fig. 5). Ce 
dépot est placé sous l’intima, les cellules de intima restant 
inchangées (pl. II, fig. 6). Quand ces coupes sont colorées par la 
technique des anticorps fluorescents pour détecter la présence de 
l’antigéne ou des globulines de lapin, la bande de matiére déposée 
sous l’intima s’est révélée riche en antigéne et en globulines de 
lapin (pl. I, fig. 7). Ainsi, il apparait que le seul dépot d’anti- 
géne et sans doute d’anticorps ne suffit pas a provoquer de 
réaction en l’absence de polynucléaires neutrophiles. Ces résul- 
tats ont été contrdlés : 1° avec un sérum fluorescent dont on a 
épuisé l’anticorps ; 2° avec un antisérum non fluorescent qui inhibe 
la fluorescence spécifique ; 3° avec d’autres types d’anticorps fluo- 
rescents. Tous ces controles ont démontré que les substances 
fluorescentes étaient bien l’antigéne spécifique ou les globulines 


de Japin. 
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Dans de telles expériences, il est nécessaire de savoir si d’autres 
éléments indispensables a la réaction d’Arthus n’ont pas été 
éliminés en méme temps que les polynucléaires et si les tissus 
n’ont pas été rendus inaptes a réagir. 

Méme dans ces conditions, on pourra toujours soupgonner un 
facteur que l’on n’aura pas pu mettre en évidence. Humphrey 
a montré qu’aprés une injection semblable d’ypérite a l’azote, il 
n’y a qu’une diminution modérée des mononucléaires et des pla- 
quettes ; de plus, la quantité du complément hémolytique circulant 
et la réaction A l’injection de 48/80, d’histamine ou de leucotaxine 
dans la peau, ne sont pas sensiblement modifiés [84]. De méme, 
lorsqu’il injecte chez le cobaye un anticorps dirigé contre les 
polynucléaires neutrophiles, il obtient une diminution du phéno- 
mene d’Arthus due a la disparition des polynucléaires neutro- 
philes [85]. Nous avons trouvé également que Jes cellules mono- 
nucléaires et les plaquettes ne sont pas sensiblement diminuées. 

Cependant subsistait la possibilité que limprégnation des tissus 
et des organes par l’ypérite a Vazote ait empéché la réaction 
vasculaire d’une maniére ou d’une autre. Nous avons effectué des 
études semblables a celles de Humphrey [84]; des lapins ont été 
injectés avec de lypérite a l’azote, en méme temps que l’aorte 
était ligaturée au-dessous des reins ; ceci permet d’épargner a la 
moelle des fémurs (qui peut produire une quantité presque nor- 
male de neutrophile circulants) le contact de lypérite A lazote. 
Dans ces conditions, une injection intradermique d’antigéne chez 
des lapins sensibilisés a provoqué une forte réaction semblable 
en tous points aux réactions classiques. Ceci indique done que 
lypérite a l’azote peut entrer en contact avec les tissus et les 
organes vitaux du corps, sans empécher une réaction de se pro- 
duire et renforce la notion que, en plus de l’antigéne et de l’anti- 
corps, les polynucléaires neutrophiles sont essentiels pour que 
cette réaction vasculaire d’hypersensibilité se produise. Ces résul- 
tats viennent 4 l’appui des précédents : en l’absence des poly- 
nucléaires neutrophiles, Vantigéne et sans doute l’anticorps 
peuvent exister ensemble dans la paroi d’un vaisseau pendant un 
temps assez long, sans provoquer de réaction inflammatoire. 


III. — Les FAcTEURS RESPONSABLES DE LA CESSATION DES MODIFI- 
CATIONS VASCULAIRES DANS LE PHENOMENE D’ ARTHUS. 


Nous devons alors porter notre attention sur les facteurs respon- 
sables de la cessation de ces réactions vasculaires d’hypersensi- 
bilité. Nous avons noté dans nos études antérieures que, dans la 
réaction d’Arthus, lantigéne disparait fréquemment dans les qua- 
rante-huit heures, en corrélation avec la cessation de l’inflamma- 
tion. Mais, en l’absence des polynucléaires neutrophiles, ]’anti- 
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géne persiste dans les parois des vaisseaux [82]. Nous avons alors 
tenté de rechercher si les neutrophiles étaient un facteur d’élimi- 
nation de l’antigéne des parois des vaisseaux et si cette élimination 
était la cause essentielle de l’arrét de la réaction. 

I] était important d’abord de savoir si les neutrophiles étaient 
capables de capter l’antigéne et l’anticorps dans les réactions 
d’Arthus. Pour arriver A ce résultat, nous avons préparé des 
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empreintes de lésions, Ces empreintes ont élé traitées selon la 
technique des anlicorps fluorescents et ont permis de localiser 
Vantigéne S. A.B. sous forme de petils granules, au niveau du 
cytoplasme des globules blancs, pour la plupart des polynucléaires 
neutrophiles (pl. III, fig. 8 et 9). La détection des globulines de 
lapin montre le méme type de granulations. Ces granules ne se 
volent que rarement au niveau des cellules mononucléaires. On a 
noté, en particulier, que les neutrophiles contenaient une quantité 
variable de granules ; certains n’en contenaient pas. On ne ren- 
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contre pas de tels granules dans les globules blancs des animaux 
normaux. On a méme vu qu’il existait souvent une grande dilfé- 
rence entre les dimensions des granules ; ces différences, ainsi que 
les témoins mentionnés plus haut, sont importants pour distinguer 
cette fluorescence de la fluorescence non spécifique des globules 
blancs. Nous n’avons trouvé aucune fluorescence non spécifique 
des éosinophiles avec l’isocyanate de fluorescéine utilisé dans ces 
études. 

Ayant montré que, selon toute probabilité, les globules blancs 
spécialement les neutrophiles, captent l’antigéne lié a Vanticorps, 
il était nécessaire de voir si l’antigéne pouvait étre dégradé ou 
éliminé de la réaction d’une autre fagon. Dans ce but, nous avons 
provoqué la réaction d’Arthus chez des lapins sensibilisés par 
des injections d’antigéne marqué légérement par liode radioactil, 
injections pratiquées directement dans la rate. Apres six heures 
in vivo nous avons prélevé les rates et effectué une suspension 
cellulaire. Aprés plusieurs lavages, on trouve de nombreuses 
cellules contenant le complexe antigéne-anticorps, avec une 
image fluorescente semblable a image des empreintes. La plu- 
part des cellules contenant les granules fluorescents sont des 
polynucléaires neutrophiles. Ces cellules sont mises en suspension 
dans un milieu nutritif, placées dans l’étuve 4 37° C et prélevées 
a différents moments, pendant vingt-quatre heures pour déter- 
miner la quanuité de Viode radioactif détachée de Ja protéine 
antigénique. Les résultats de trois expériences sont enregistrées 
sur la figure 1. Cette figure indique la quantité d’iode radioactif 
libéré par 20 x 10° cellules qui avaient contenu le complexe 
antigéne-anticorps. Cette quantilé a été mesurée sous forme 


PLANCHE I 
(Extrait du J. exp. Med., 1958, 408, 591.) 


Fic. 1. — Une réaction d’Arthus passive inyersée (RPA), vingt-quatre heures aprés 
V'injection intradermique de 0,30 mg N d’anti-albumine bovine (anti-SAB) chez 
un lapin ayant de Valbumine bovine dans la circulation sanguine. Hémorragie et 
nécrose sévére au niveau de la réaction (réduit d'un tiers par rapport A l’original). 


Fic. 2. — Une réaction cutanée, produite par les complexes solubles (SAB-anti- 
SAB) vingt-quatre heures aprés une injection intradermique de 0,65 mg d’anti-SAB. 
On note une réaction diffuse, moins forte que dans la figure précédente (RPA) 
avec une dose d’anticorps plus forte (réduit d’un tiers par rapport a Voriginal). 


a . : j 
Fic. 3. — Photomicrographie d’un vaisseau enflammé au cours d’une réaction 
d’Arthus active huit heures aprés l’injection de Vantigéne dans le derme d’un 
lapin. Majorité de polynucléaires neutrophiles. Hématoxyline ct éosinc. Gr. 280. 


; F, anak : 1 
Fic. 4. — Photomicrographie d’une coupe semblable A la précédente, au niveau 
’ - ia LY ’ . . . 
dun vaisseau enflammé mais colorée par I’anti-albumine bovine fluorescente. On 
E ’ oy , . ¥ 
trouve l’antigéne (SAB) concentré dans les parois yasculaires. Gr. 240. 
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PLANCHE II 


(Extrait du J. exp. Med., 1959, 440, 481.) 


Fic. 5. — Photomicrographie d’un vyaisseau culané dans les mémes conditions 
+ 


que les précédentes, mais chez un lapin privé de polynucléaires neutrophiles. On 
note labsence d’inflammation et un dépdt de matiére colorée par l’éosine dans 
les parois vasculaires au bas de la photographie. Hématoxyline et éosine. Gr. 156. 


Fic. 6. — Méme vaisseau que dans la fig. 5, & un plus fort grossissement. Le 
dépdt de matiére colorée par Véosine se trouve sous les cellules de Vintima qui 
reste apparemment inchangée. Hématoxyline et éosine. Gr. 400. 


Fic. 7. — Photomicrographie en fluorescence d’un yaisseau semblable a celui de 

la figure précédente chez un lapin privé de polynucléaires neutrophiles et colorée 

pour la recherche de Vantig¢ne (SAB). On note que la bande de matitre déposée 
sous Vinlima est riche en antigéne, Gr. 400. 
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PLANCHE III 


(Extrait du J. exp. Med., 1959, 140, 481.) 


Fic. 8. — Photomicrographie d’un groupe de polynucléaires neutrophiles prise au 
niveau d’une réaction d’Arthus, sept heures apres lVinjection de l’antig¢ne. Wright. 
Gr. 2700. 


Fic. 9. — Photomicrographie d’un groupe de polynucléaires neutrophiles semblables 
aux précédents, colorée pour Ja recherche de l’'antigéne SAB. On note la localisa- 
tion de Vantigéne sous forme de petits granules au niveau du cytoplasme. Gr. 400. 
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diode radioactif non précipité par lacide trichloracétique. On 
note que pendant les vingt-quatre heures, la quantité d’albumine 
bovine dégradée augmente jusqu’da ce que 0,274 ug N_ soit 
dégradée. La quantité d’antigéne dégradé par rapport a la quan- 
lité initiale contenue dans les cellules lavées peut atteindre 
46 p. 100. Les cellules tuées par la chaleur (dix minutes a 80° C) 
ou les vibrations soniques, ne montrent pas d’augmentation de 
la dégradation des protéines pendant le temps étudié. 

Des essais ont été effectués pour voir si l’on pouvait trouver 
les fractions de protéines dans le surnageant de l’acide trichlor- 
acétique. Pour arriver & ce résultat, nous avons employé la chro- 
matographie 4 une dimension sur papier qui a montré qu’une 
certaine quantité de la radioactivité a migré avec la monoiodo- 
tyrosine et le diuodotyrosine et, probablement, a I’état de poly- 
peplides. Moins de 30 p. 100 ont migré comme liodure seul. Ceci 
indiquerait de nouveau que la molécule de l’antigéne protéique a 
été catabolisée et que Viode radioactif n’était pas simplement 
hibéré de la molécule protéique par les globules blancs vivants. 
Des résultats qualitativement semblables ont été publiés par 
Sorkin et Boyden travaillant sur des macrophages de cohaye in 
vitro [36]. 

Le role attribué 4 l’élimination de Vantigéne dans la disparition 
des phénoménes vasculaires devient plus évident quand on 
constate les résultats de la réinjection de l’antigéne au foyer d’une 
réaction en vole de guérison. Cette réinjection a été pratiquée dans 
le but de vérifier : 1° s’il n’est pas survenu un épuisement local des 
éléments nécessaires a la réaction (peut-étre le complément, par 
exemple) [37, 38, 39] ou, 2° si un inhibiteur de l’inflammation ne 
jouait pas un role dans cette guérison [40]. L’un de ces facteurs 
suffirait a4 empécher l’évolution de la réaction malgré la pré- 
sence de lantigéne et de Vanticorps dans les parois vascu- 
laires ; si cela était, la réintroduction de Vantigéne et de Vanti- 
corps dans le foyer inflammatoire pendant la phase de guérison 
ne provoquerait que des réactions d’une intensité diminuée ou 
nulle. Cependant, les résultats d’expériences dans lesquelles la 
réaction initiale a été provoquée chez 14 lapins par une dose de 
75 wg N de S. A.B. et la seconde par une injection surajoutée 
de 75 wg N pour les unes, 27 wg N pour les autres, indiquent que 
pendant la phase de guérison une réaction inflammatoire sévére 
a pu étre provoquée et maintenue [44]. A lendroit des réinjections, 
on trouve de fortes réactions semblables en tous points a celles 
provoquées par la premiére injection. ‘Le moment des réinjections 
ne parait pas avoir d’importance puisque des injections faites 
quarante-huit, soixante-douze, quatre-vingt-seize et deux cent 
six heures aprés la premi¢re ont produit des réactions sévéres. 
Des réinjections avec un autre antigéne (y-globuline humaine), 
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c’est-a-dire sans rapport avec le premier, n’ont pas produit de 
réaction d’Arthus. Histologiquement, ces lésions dues aux réin- 
jections présentent les mémes modifications inflammatoires aigués 
que l’on a vues lors de la premiére injection. Les anticorps fluo- 
rescents décélent & nouveau l’antigéne dans les parois vascu- 
laires. Ces études montrent done que c’est bien |’élimination de 
l’antigene des parois vasculaires enflammées qui représente le 
facteur essentiel de la diminution de |’inflammation dans le phé- 
nomene d’Arthus. D’autres facteurs, comme la présence d’un 
inhibiteur ou l’épuisement d’un élément essentiel a l’inflam- 
mation ne semblent pas jouer un role trés important. La résorp- 
tion des thromboses vasculaires représente certainement aussi un 
facteur important, mais elle est probablement consécutive a la 
cessation de l’inflammation vasculaire. 


RESUME. 


Les expériences indiquent que, dans la réaction d’Arthus active 
et la réaction passive inversée, l’antigéne et sans doute l’anticorps 
se localisent dans les parois vasculaires. Les vaisseaux étant lésés 
sélectivement, la réaction est trés sévére. Cependant, lorsque 
lantigéne et l’anticorps sont injectés en méme temps localement, 
ils se trouvent dispersés dans les tissus et l’inflammation est 
diffuse et moins forte. 

Les polynucléaires neutrophiles jouent probablement un réle 
essentiel dans le développement des modifications vasculaires au 
cours du phénoméne d’Arthus ; on a trouvé qu’en leur absence 
Vantigéne et l’anticorps sont de la méme facon localisés dans 
les parois vasculaires, mais qu’il n’y avait pas de réaction inflam- 
matoire. Egalement, l’intima qui recouvre immédiatement le 
dépét de l’antigéne et de l’anticorps ne présente pas de destruc- 
lion. L’attention est attirée également sur le réle des polynu- 
cléaires neutrophiles susceptibles de capter et de dégrader l’anti- 
géne hé a l’anticorps. Il semble, de plus, que c’est bien la dispa- 
riion de l’antigéne qui joue le réle principal dans la cessation 
de l’inflammation vasculaire du phénoméne d’Arthus. 


SUMMARY 


THE FLUORESCENT ANTIBODY TECHNIQUE. 
ITs APPLICATION IN MICROBIOLOGICAL STUDIES 
AND OF THE ARTHUS PHENOMENON. 


The techniques of the fluorescent antibody method of Coons and 
their application in the field of microbioloby have been reviewed. 
It would seem that while the technique is and has been available 
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as a research tool, its immediate application in diagnosis is limited 
to certain well analyzed microorganisms. 

Studies of the Arthus phenomenon are reported. These have 
indicated that the relative severity of the active Arthus and 
reversed passive Arthus reactions, in contrast to the more mild 
local passive Arthus and the reaction to locally injected soluble 
antigen-antibody complexes, is due to a concentration of antigen 
and globulin (without doubt antibody) in the vessels of the former 
two reactions. This would bring about selective destruction of 
the vessels, allowing the severe reactions to follow. 

Evidence has been presented indicating that the polymorpho- 
nuclear leukocyte is essential for the development of the Arthus- 
type vasculitis. Antigen and globulin were found deposited in 
vessel walls but in the absence of polymorphs no visible reaction 
occurred in these vessels. 

It was also found that leukocytes, especially polymorphs, are 
responsible for removing at least some of the offending antigen 
from the sites of deposition in Arthus reactions, probably a major 
portion of it. This occurs in part at least through direct catabo- 
lism of the antigen, complexed with globulin. 

That the healing of such reactions is dependent upon the removal 
of the antigen-antibody complex was also indicated. 
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APPENDICE 


1° Eau physiologique tamponnée : NaCl (0,15 M) avec 0,01 M 
phosphate, pH 7,0. 


Exemple : 
INGUG seit Sete tacts aera ee S02 } 
NalUROlees ee oe 13,8 g QP 
NaOH (40 p. 100) .......... 7,0 ml] | 101 @eau distillée 
2° Tampon carbonate (0,5 M, pH 9,0). 
tO SING er eae 13,25 g¢ pour 250 ml (eau distillée) 
Io MOOHEING, ca nouuodes 10,50 g pour 250 ml (eau distillée) 


Mélanger 8 volumes de bicarbonate pour 1 volume de carbonate. 
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3° Préparation de la poudre de tissu (d’aprés Coons [4] : foie, 
rate, moelle, etc.) : 1° Mettre dans un mixeur 100 a 200 g de 
tissu fraichement prélevé (ou congelé au congélateur) avec une 
petite quantité d’eau physiologique. Homogénéiser progressive- 
ment afin d’éviter l’échauffement de la suspension. 2° Mettre le 
tissu homogénéisé dans un grand bécher et ajouter 4 volumes 
d’acétone pure en remuant la suspension avec un agitateur en 
verre. 3° Le précipité doit étre lavé avec de Veau physiologique 
par centrifugations successives, jusqu’a ce qu il n’y ait plus 
d’hémoglobine dans le surnageant. 4° Pour sécher le précipité, 
il faut le remetire en suspension dans une petite quantité d’eau 
physiologique et ajouter 4 volumes d’acétone pure. 5° Laisser le 
précipité se déposer et décanter le surnageant. Recommencer 
Popération en utilisant seulement de l’acétone (4 volumes) et 
décanter le surnageant. Répéter Vopération avec de l’acétone 
pure. Achever le lavage a l’acétone sur un Biichner. Sécher 
partiellement en faisant le vide, puis mettre la poudre une nuit 
a 37°. Conserver la poudre a 4° C au moins. 


4° Purification des anticorps marqués (par adsorption sur une 
poudre de tissu). 


Décongeler rapidement la solution de protéines et y ajouter de 
la poudre de foie a raison de 150 mg pour 1 ml de solution. Agi- 
tation mécanique a la température du laboratoire pendant trois 
quarts d’heure a une heure. Centrifugation a 18 000 t/min 4a froid 
pendant un quart d’heure. 


S’il reste de la fluorescence non spécifique, on peut adsorber 
deux fois de suite la solution de protéine marquée, avec chaque 
fois 100 mg de poudre de foie par millilitre de solution ; ou bien 
il faut essayer une autre poudre de tissu. 


Pour effectuer cette adsorption, il faut éviter la poudre de tissu 
de certaines espéces : par exemple si on utilise des globulines ant- 
albumine bovine fluorescentes, 11 ne faut pas employer une 
poudre de foie bovine (puisqu’elle contient déja VPantigéne homo- 
logue), mais une poudre de foie d’homme, de lapin, de cheval, 
de souris, etc. 


Il est préférable d’employer une poudre de tissu d’un animal 
de l’espéce étudiée. Par exemple, si l’antigéne étudié est la sérum- 
albumine humaine dans les tissus de lapin, on peut utiliser de 
la poudre de foie de lapin. 


* 
kk 
Nous voudrions remercier le D* Pierre Corvazier pour ses 


précieux conseils et pour l’aide qu'il nous a apportée dans la 
préparation de ce manuscrit. 


AUGMENTATION SPECIFIQUE DE LA VISCOSITE 
DE LA GLOBULINE RHUMATOIDE 
PAR L’ADDITION DE GAMMA-GLOBULINE NORMALE 


par J. LOISELEUR, J. BADIN et M¥ M. PETIT (*) 


(Institut Pasteur, Service de Chimie-Physique, 
et Centre d’Exploration Fonctionnelle de la Seine, Paris). 


Comme on le sait, il existe, dans le sérum des malades atteints 
de rhumatisme chronique, une y-globuline qui a des propriétés 
particuliéres et dont la seule présence permet de faire le dia- 
gnostic de maladie rhumatoide (polyarthrite chronique évolutive). 
Cette « globuline rhumatoide » apparait au cours de la premiére 
année de |’évolution de la maladie et peut étre décelée par deux 
groupes de réactions. D’une part, cette globuline agglutine les 
globules rouges de mouton sensibilisés par le sérum de lapin anti- 
mouton (réaction de Waaler-Rose) et, d’autre part, elle peut 
floculer, dans certaines conditions, avec la y-globuline normale. 
A cette floculation, souvent difficile &4 obtenir, nous proposons de 
substituer la simple inspection de la courbe des variations de la 
viscosité de la y-globuline normale, quand cette derniére est 
additionnée de quantités croissantes de globuline rhumatoide. 


I. — LA GLOBULINE RHUMATOIDE. 


Chez le sujet normal, Vultracentrifugation [4] distingue deux 
y-globulines de constantes différentes : lune « légére », de cons- 
tante 7S (fraction de Cohn) ; l’autre « lourde », de constante 19 S. 
Cette derniére est un polymére [2] qui résulte de l’association 
de 6 molécules légéres 7 S autour d’une a-globuline : elle contient 
10 p. 100 de polysaccharides, lesquels semblent constituer, chez 
le sujet normal, un agent de condensation des y-elobulines. 


Le sérum rhumatoide est caractérisé par la présence d’une 
troisiéme globuline lourde, de condensation plus marquée et dont 
la constante atteint 22 S. 

Si, comme on vient de le voir, les polysaccharides constituent, 
chez le sujet normal, l’agent de condensation des globulines 19 S, 


(*) Manuscrit recu le 14 avril 1960. 
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il n’est pas surprenant qu’une surcharge de ces polysaccharides 
dans le plasma (surcharge consécutive & la dégradation des tissus 
conjonctifs par la maladie rhumatoide) modifie en méme temps le 
degré de condensation des globulines, en l’augmentant jusqu’a 
22 5. Dans 100 cm’ de sérum normal, le taux normal (1) des oses, 
combinés aux divers facteurs protéidiques, est d’environ 110 meg, 
le taux de hexosamine est d’environ 60 mg ; soit au total 170 mg 
de sucre polysaccharidique [8, 4]. Au cours des rhumatismes 
inflammatoires, cette valeur est toujours augmentée, parfois de 
deux a trois fois. De plus, l’acide hexuronique [5], localisé dans 
les euglobulines, apparait en forte augmentation (206 ug pour 
100 cm? de plasma normal, 388 chez le rhumatisant). 

Cette surcharge de polysaccharides se répartit sur les molécules 
sériques chargées du transit, ce qui entraine des modifications 
importantes du plasma : augmentation de |’a,-globuline, la dimi- 
nulion concomitante de la sérum-albumine et l’apparition de cette 
globuline lourde 22 S. Le sérum rhumatisant contient ainsi le 
mélange de trois globulines 7 S, 19 S et 22 S. Or, en présence de 
cystéine 40,1 M, cette globuline 22 S est dissociée en 7S et 19S. fl 
en résulte que la maladie rhumatoide ne fait pas apparaitre de cons- 
tituants nouveaux ou inhabituels : on constate seulement une modi- 
fication dans leur arrangement. De fait, Vantigénicité reste 
inchangée, comme il en résulte du récent travail de Podliachouk, 
Francq, Eyquem et Jacqueline {43}. 

Cette globuline lourde forme, dans le sérum, des complexes 
avec les globulines normales 7S et 19S, mais en constituant, de 
ce fait, un facteur d’instabilité: 1° Certains de ces sérums rhuma- 
tisants précipitent spontanément a froid, vers 4° [7]. 2° Il suffit 
d’ajouter un excés de 7S pour insolubiliser le complexe 22S de 
la globuline rhumatoide et entrainer sa floculation. Cette flocula- 
tion, qui apparait seulement dans une zone étroite des concentra- 
tions respectives, est utilisée pour le diagnostic de la maladie 
rhumatoide. On peut augmenter la sensibilité de cette floculation 
en utilisant une y-globuline normale plus ou moins dénaturée (par 
le formol, par étalement sur particules de latex, par fixation sur 
hématies tannées, par la chaleur a 63°) [8]. 

En résumé, on peut admettre comme hypothése de travail que 
la répartition de la surcharge polysaccharidique sur les diverses 
globulines entraine la formation de ces complexes y-globuliniques. 
Ces complexes posséderaient des zones de précipitation parti- 
culiéres, mises en évidence par le test de Waaler-Rose et par leur 
précipitation par un excés de globuline normale 7 S. La méthode 
de viscosité va apporter une confirmation trés simple de cette 


hypothése. 


(1) Exprimé par le poids d’un mélange de galactose et de mannose. 
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II. -— ‘LES VARIATIONS SPECIFIQUES 
DE LA VISCOSITE DU FACTEUR RHUMATOIDE. 


Les floculations observées entre la globuline rhumatoide et la 
y-globuline normale doivent étre considérées comme le terme 
ultime d’une réaction de combinaison. Considérés isolément, 
chacun de ces deux protéides possede un certain nombre de 
groupes hydrophiles dont la dissociation permet la solubilité. 
Dans le mélange des deux protéines, un certain nombre de groupes 
entrent en combinaison, ce qui diminue d’autant le nombre total 
des groupes hydrophiles présents dans la combinaison. Pour une 
valeur critique du rapport des concentrations respectives, ces 
groupes hydrophiles subissent une diminution telle que le complexe 
protéique ne peut plus rester en solution : d’ot floculation. La 
combinaison est d’ailleurs trés instable, puisque, de part el 
d’autre de cette valeur critique, les groupes hydrophiles du cons- 
tituant en excés s’opposent a la floculation et entrainent la solu- 
bilité du complexe. 

Il est alors plus simple d’étudier ce complexe & mesure de sa 
formation sous leffet de l’addition progressive de l’un des deux 
constituants. Comme il s’agit de molécules trés volumineuses, 
leur combinaison réciproque entraine nécessairement des varia- 
lions mesurables de la viscosité. Il suffit alors d’introduire, dans 
le méme volume de y-globuline normale, des quantités croissantes 
du facteur rhumatoide et d’observer l’allure des variations de la 
viscosité. L’observation d’une brusque augmentation va constituer 
la preuve de l’existence du facteur responsable de la combinaison. 
Le point le plus élevé de la viscosité indiquera la combinaison 
optimum, en permettant, de plus, d’y observer la floculation. 


Technique de mesure de la viscositlé. I] est A noter immeédiate- 
ment que la mesure de la viscosilé statique d’un mélange préparé 
a lavance de y-globuline normale et de globuline rhumatoide ne 
peut apporter aucun renseignement, puisqu’il faut saisir la varia- 
tion de la viscosité au moment méme de V’accolement des deux 
molécules. Pour mesurer cette variation dynamique de la visco- 
sité, la y-globuiine normale est introduite dans la cupule du visco- 
simetre : au moment ou Vappareil est en équilibre, on introduit 
la globuline rhumatoide sans arréter la marche de l’appareil et 
Von observe la variation immédiate de la viscosité, c’est-d-dire 
une augmentation, si un complexe s’est formé. 

La viscosité est mesurée avec l'appareil de Lecomte du Nouy, 
Chaix et Verrain [9], basé sur le principe de Couette (cylindre 
animé d’un mouvement rotatif uniforme, a la température cons- 
tante de 29°, dans lequel plonge un cylindre central suspendu 
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a un fil de torsion. Ce cylindre tend a étre entrainé par la viscosité 
de la solution, mais est maintenu immobile en compensant la 
viscosité par un couple électromagnétique. La sensibilité de la 
méthode est de l’ordre de 10— poise). Toutes les opérations sont 
standardisées de la facon suivante : 


1° Facteur rhumatoide. — On sait que le précipité d’euglobu- 
lines, obtenu par simple dilution du sérum, renferme une grande 
partie du facteur rhumatoide {10}. Par la méthode de Sandor 
(dialyse du sérum, pendant quarante-huit heures a basse tempé- 
rature, sur un tampon citrate-phosphate tres dilué, 4 pH = 5,8). 
Ziff, Brown, Badin et Mc Even [44] ont obtenu un _ précipité 
d’euglobulines qui content alors la totalité du facteur rhumatoide. 

Nous avons utilisé la technique proposée récemment par 
Badin [42]. Elle présente Vavantage d’isoler trés rapidement la 
totalité du facteur rhumatoide. Cette méthode, qui repose sur la 
combinaison des sucres complexes avec l’acide borique, conduit 
a la précipitation d’un complexe proléique, différent des euglo- 
bulines, et représentant 12 p. 100 environ des protéides sériques. 
Sil s’agit d’un sérum de rhumatisant, la totalité de la globuline 
rhumatoide est contenue dans ce précipité borique. 

0,2 cm? de sérum est additionné de 4 cm? d’une solution conte- 
nant 2 g¢ p. 100 d’acide borique. Un trouble se produit immédia- 
tement. Le mélange est abandonné pendant trente minutes a 20° 
environ, puis centrifugé pendant dix minutes a 3 000-4 000 tours/ 
minute. Le précipité est redissous dans 2 cm* d’eau salée physio- 
logique (NaCl 7 p. 1000, tamponné & pH =7 par addition de 
2 p. 100 d’un tampon phosphate 4 0,15 M). 

Comme le facteur rhumatoide représente certainement moins 
de 50 p. 100 du précipité borique, on peut estimer que 1 cm? de 
cette solution finale contrent au plus 0,45 mg de cette globuline 
rhumatoide. 


2° Gamma-globuline humaine normale. Il s’agit de la frac- 
tion F If de Cohn [provenant de la Croix-Rouge Américaine (2)]. 
100 mg sont dissous dans 50 cm’ de l’eau physiologique précé- 
dente, tamponnée a 7. On ajoute 40 mg de sérum-albumine 
humaine (fraction V de Cohn, lyophilisée, provenant du Centre 
de Transfusion Sanguine). Cette addition a pour but de stabiliser 


la solution de y-globuline. 1 cm’ de cette solution contient 2 mg 
de y-globuline F II. 


3° Mesures successives. On introduit dans la cupule du viscosi- 
métre 2,5 cm’ de y-globuline normale. Quand l’appareil est en 
équilibre, on introduit 0,5 cm’ de NaCl 7 p. 1.000 : cette addition 


(2) Nous remercions le Dt Bloch, du National Institut de Bethesda 
(U.S. A.), qui a mis cette préparation a notre disposition. 
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entraine une diminution de la viscosité, et la valeur correspon- 
dante constitue le point « zéro ». 

On rejette cette solution, on introduit 4 nouveau, dans le visco- 
simétre 2,5 cm? de y-globuline. Aprés Véquilibrage, on introduit 
0,5 em? de sérum physiologique contenant maintenant un poids 
connu de protéines boriques: d’ot lecture de la valeur corres- 
pondante de la viscosité. 

On recommence cette opération en introduisant des quantités 
croissantes de globulines boriques. ‘Le volume total reste cons- 
tant : mais dans le volume de 0,5 em’ ajouté dans la y-globuline, 
la concentration de globulines boriques varie réguliérement de 
0,048 a 0,480 mg. 

Dix mesures successives sont nécessaires a l’établissement de 
la courbe : le demi-centimétre cube, nécessaire 4 chacune de ces 
mesures, est prélevé dans la gamme suivante (tableau I). 


TABLEAU I. 
. . . . al 
Solution de 4+ NaCl Poids de précipité borique 

précipité borique 7 %. | dans 0,5cm3 de la dilution. 
——— | ———— | 

0,1 cm3 0,9cm3 0,048 mg 

0,2 0,8 0,096 

0,3 0,7 0,144 

0,4 | 0,6 0,192 

O85 0,5 0,240 
|= — 

0,6 0,4 0,288 

On 053 0,336 

0,8 OFZ 0,384 

0,9 OF 0,432 

| | Se 0,480 


A la fin de chaque mesure, le contenu du viscosimétre est 
recueilli dans un tube numéroté et examiné, aprés quelques heures, 
pour noter la floculation, sil y a heu. 

Chaque expérience comporte ainsi deux valeurs successives de 
la viscosité : la premiére est celle de la y-globuline normale ; la 
deuxiéme, mesurée aprés l’addition des protéines boriques, va 
étre sensiblement voisine de la premiére, puisque les solutions 
de y-globuline et de protéines boriques possédent des viscosités 
voisines. Mais, si le précipité borique provient d’un sérum rhuma- 
tisant, c’est-a-dire si les protéines boriques sont capables de se 
combiner avec la y-globuline et de s’accoler sur elle, la formation 
du complexe moléculaire va entrainer l’augmentation de la 
viscosité. 

Pour chacune des dix mesures successives, on calcule le pour- 
centage de la variation de viscosité. Ce pourcentage est nul ou 
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méme négatif, si la viscosité est restée inchangée ou si elle a subi 
une diminution. Au contraire, il est positif s il s’est produit une 
combinaison. On établit alors la courbe de viscosité, en portant 
en abscisse les poids de globuline borique introduit dans les 


¢ 3 
2,5 cm’ de y-globuline normale, et en ordonnée le pourcentage 
de la variation de viscosité. 


Allure caractéristique de la courbe de viscosité au cours de la 
maladie rhumatoide. — Cette courbe a été établie avec 31 sérums, 
dont 13 témoins normaux et 18 malades atteints de P. C. E. 

Pour éviter toute erreur, lopérateur qui établissait les courbes 
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Fie. 1. — Variation de la viscosité de la y-globuline par l’addition progressive 
de globuline borique. 


ignorait la provenance du sérum. Les résultats, collationnés a la 
Ad des mesures, se sont révélés d’une telle constance et d’une 
concordance si satisfaisante avec les renseignements cliniques 
qu'il nous a paru inutile d’augmenter encore le nombre de nos 
examens (fig. 1). 


En effet, les courbes présentent deux allures trés différentes : 

a) Chez les témoins (courbe pointillée), la viscosité reste sensi- 
blement inchangée ; 

b) Chez les malades atteints de P. C. E., la courbe présente une 
brusque augmentation en clocher (courbe en trait plein). 


A la sortie du viscosimétre, les solutions peuvent présenter, 
aprés quelques heures, des floculations dans la région encadrant 
le maximum de Vaugmentation relative de viscosité. 
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L’allure de la courbe répond A trois états successifs du rap- 
port des concentrations respectives : 

1° Quand on introduit, dans un volume constant de y-globuline 
normale, des volumes croissants de facteur rhumatoide, la y-glo- 
buline se trouve d’abord en excés considérable par rapport au 
facteur rhumatoide : c’est le début de la courbe et, pour un poids 
trés faible de ce facteur, aucune variation n’est observée. 


2° A mesure que la concentration relative du facteur rhumatoide 
s’éléve, le rapport facteur rhumatoide/y-globuline augmente et 
atteint la valeur critique, qui correspond a4 la formation du 
complexe (maximum de viscosité) ; la floculation apparait quinze 


fois sur 18 épreuves. ; 
Tasreau II. 


Sujets normaux Malades rhumatisants 


Valeur duclocher | Réaction de 


de viscosité Waaler - Rose 
J 42 (Ware y2 


Valeur du clocher | Réaction de 


de viscosité Waaler- Rose 
Cui. | fo) 


@ 0 0 G6. 40 1/896 
‘eaere 0 J 40 17 1792 

L. 3 0 c. 40 31/224 

F. 0 0 R. 38 1/448 

as 0 RM. 25 1/456 

D. 0 0 

70 0 

6 0 0 

CG 3 0 P. 18 1/ 1080 

Go 0 H. 1S 17896 | 

19 4 0 A. 13 1/ 46 

Ww. 0 0 S.L. 12 = 1/512 
M. 12 1/426 
F. 10 | 17si2 
M. 10 1/42 


ES an 17320 

3° Si lon continue a augmenter le poids du facteur rhumatoide, 
la concentration respective de la y-globuline diminue. Et, pour un 
abaissement suffisant, le complexe dispanait. Ceci montre que ce 
complexe est une coaptation trés lache des molécules : une nou- 


velle addition de facteur rhumatoide entraine, a la fois, la chute 
du clocher et la disparition de la floculation. 


Relation avec la réaction de Waaler-Rose. — Pour exprimer le 
résultat de Pépreuve de viscosité, il suffit de noter la hauteur du 
clocher correspondant au maximum de viscosité : c’est cette lon- 
gueur AH qui figure sur la courbe. Le tableau II traduit les 
résultats de nos mesures. 
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Pour tenir compte du degré de précision des mesures du visco- 
simétre, on peut négliger tout clocher inférieur A 5. Avec cette 
restriction, le tableau II montre que l’épreuve conduit & un rensei- 
gnement exact, d’une part pour 12 sujets normaux sur 13 et, 
dautre part pour les 18 malades rhumatisants. 

Le point intéressant est le parallélisme relatif des renseigne- 
ments fournis par la viscosité et par l’épreuve d’agglutination de 
Waaler-Rose, les sérums ayant toujours été éprouvés par ce test 
dont la valeur figure dans le tableau II. 

Il est facile de calculer les concentrations correspondant, d’une 
part au maximum de viscosilé et, d’autre part a sa disparition, en 
calculant d’aprés le tableau précédent, les poids de y-globuline 
normale qui se trouvent, pour chacun de ces deux cas, en pré- 
sence de 1 mg de facteur rhumatoide (tableau ITI). 


TasLeau III. 


Combinaison optimum 


(maximum de viscosité: point H ) 


Disparition de la combinaison 
(abaissement de la courbe au point Y ) 


diminution du poids de la 
poids de | nauteur du| floculation| poids de Y-globuline par rapport 
~globuline clocher observée |'Y-globuline}| au maximumprécédent. 


14mg 2 icm 
14 20 


+ 


+/+)+)4)/+)+]+)4+/4+]4+ 


En comparant, dans ce tableau III, les 8 points pour lesquels 
la combinaison de 1 mg de facteur rhumatoide a intéressé 20 mg 
de y-globuline, on constale que le clocher de viscosité a alteint 
en moyenne 9,3, que la floculation est apparue, a ce moment, dans 
8 cas sur 8, que la combinaison a disparu dés que le poids res- 
pectif de y-globuline s’est abaissé a 12,2 mg, soit en diminution 
de 39 p. 100. 
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Donec la combinaison de la y-globuline est trés lache, n’apparait 
que dans une zone étroite des concentrations respectives et dis- 
parait avec un excés de facteur rhumatoide. 


RESUME. 


Jusqu’a maintenant, le facteur rhumatoide manifestait son exis- 
tence par deux réactions: l’hémagglutination de Waaler-Rose 
et la floculation de Ja y-globuline normale. Les résultats pré- 
cédents permettent d’attribuer 4 cette globuline rhumatoide une 
propriété supplémentaire, celle d’entrainer un accroissement 
caractéristique de la viscosité de la y-globuline. L’exposé pré- 
cédent montre que cette réaction de viscosité doit étre considérée 
comme une mise en évidence des propriétés de floculation. 
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LES LEPTOSPIROSES PORCINES EN FRANCE 


SECONDE ENQUETE ET ISOLEMENT DE LEPTOSPIRA POMONA 


par B. KOLOCHINE-ERBER et M. MAILLOUX (*). 


(Institut Pasteur) 


Une premiére enquéte 4 propos de la leptospirose porcine en 
France a été mise au point a I’Institut Pasteur et publiée en 
1950 [20]. L’étude portait sur 172 échantillons de sérums de porcs 
d’abattoirs. Le nombre des sérums examinés était assez faible et, 
surtout, le nombre des sérotypes utilisés était insuffisant, cela 
presque volontairement parce que |’étude avait été, en principe, 
centrée sur le rédle de L. pomona. Depuis, de 1952 a 1957, une 
nouvelle enquéte a été entreprise ; les examens ont été effectués 
sur un plus grand nombre d’échantillons, en présence d’un nombre 
plus élevé de sérotypes. Le domaine de la leptospirose du pore 
a pris une grande extension du fait des recherches poursuivies 
en médecine vétérinaire et en sérologie; le pore peut héberger 
d'autres sérotypes que ceux qui étaient connus il y a peu d’années 
encore, de nouveaux animaux porteurs ont été décelés, si bien 
que le roéle du pore dans la dissémination des leptospires est 
devenu capital. 

L’importance des leptospiroses en médecine vétérinaire a été 
soulignée par Brion et Bertrand [8], qui,insistent sur le réle des 
animaux domestiques dans Ja transmission des leptospiroses. De 
méme, Wiesmann [35] met au point la question des leptospiroses 
des animaux domestiques. Hartwick [16] étudie les leptospiroses 
animales en Allemagne et note que, chez le porc, l infection 
a L. pomona et a L. grippo-typhosa provoque souvent une maladie 
inapparente qui ne peut étre décelée que par la sérologie. Von 
Wendt remarque aussi que l’examen sérologique est le procédé 
le plus str pour diagnostiquer l’infection chez le pore [84]. 
Sidler [32] a étudié l’infection par L. pomona et L. mitis. Mais 
le pore peut étre infecté par d’autres sérotypes. Ainsi Seiler 
et coll. [84] montrent qu’il peut étre vecteur de L. canicola et, 
inversement, le chien peut étre porteur de L. pomona. Van der 
Hoeden [48] met en évidence une infection par L. canicola dans 


(*) Manuscrit recu le 12 avril 1960. 
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deux troupeaux de pores en Israél. Caporale [40] et Carlotto 
[40 bis] s’intéressent a la leptospirose du bétail en Italie ; et Cova- 
leda et Pumarola étudient les différents sérotypes chez les pores 
apparemment sains en Espagne [44]. 

Van Riel et coll. [27] ont étudié les leptospiroses du pore en 
Belgique en 1952 : ‘isolement soit par culture soit par inoculation 
au cobaye (a partir de fragments ou de broyats de reins) ; deux 
souches : L. pomona et L. ictero- hemorragiae ont été identifiées. 
Ensuite J. et M. Van Riel et Bienfet ont de nouveau isolé un 
L. pomona et un L. iclero-hemorragiae par culture de fragments 
de reins et inoculation au cobaye lors d’une étude sur 2 034 
pores [29]. 

Au Congo Belge [28], J. et M. Van Riel ont trouvé les sérotypes 
L. ictero- hemorragiae, L. grippo-typhosa et L. hyos-mitis J comme 
parasites des porcs : sur 283 sérums examinés, 13 sont positifs. 

Fraga de Azevedo et Faro [2] ont isolé 17 souches a partir de 
fragments de reins et montrent l’infection des porcs portugais 
par L. pomona. 

Kmety, Plesko et Chyto [49] ont trouvé en Slovaquie un foyer 
de leptospirose trés dense chez les pores ; Powers, Bohl et Fer- 
guson {25] étudient 7 troupeaux de porcs atteints d’infection a 
L. pomona. Les seuls symptémes sont l’avortement des truies, 
ou la mort des porcelets dans les quarante-huit heures qui suivent 
la naissance. L’agglutination-lyse est positive pour L. pomona ; 
isolement de souche aussi chez quelques animaux. 

Depuis les travaux de Gochenour et coll. [45], de Bohl et Fer- 
guson [3], de Yager et Gochenour [86], de Reinhard [26] et de 
Morse et coll. (24, 22], de Norval [23], on sait que L. pomona est 
le sérotype le plus fréquent chez les animaux domestiques aux 
U.S. A. Au point de vue leptospiroses des pores, bovins, chevaux 
et ovins, aux Etats-Unis, 20 a 25 p. 100 des pores et 5 a 50 p. 100 
du bétail ont un contact avec L. pomona (soit cliniquement 
apparent, soit inapparent). Une morbidité de 80 p. 100 est un 
taux fréquent pour les porcs et le bétail. La transmission aux 
autres animaux par l’urine infectée a une grande importance éco- 
nomique et nationale. 

Bryan, Rhoades et Willigan, en 1953 [9], ont isolé L. pomona 
a partir d’un foetus de porc. La truie qui avait avorté avait un 
séro-diagnostic positif pour L. pomona. 

L’infection expérimentale du pore a aussi été tentée par divers 
chercheurs. Ferguson et Powers [43] ont expérimentalement infecté 
15 truies par L. pomona. Ils notent soit de la fievre, soit de 
lanorexie, soit une maladie grave. La mise bas n’est pas nor- 
male pour les truies infectées” au deuxiéme mois de la gestation. 
Quant aux sources d’infection, si elles sont multiples pour ces 
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animaux, des recherches sur les animaux vecteurs ont été instruc- 
tives. Borg-Petersen et Fennestad [6] ont isolé L. pomona chez 
trois souris des champs (Apodemus agrarius) sur 14 animaux 
capturés. Ce rongeur serait le principal vecteur de leptospires 
au Danemark. Les auteurs notent une proportion d’infection plus 
élevée chez le bétail que chez les porcs. 

Enfin, Hoag et Bell [47] ont isolé L. pomona de Vhumeur 
aqueuse d’un veau, par culture du liquide de ponction de la 
chambre antérieure de l’ceil. Zaharidja, en 1959, étudie la lepto- 
spirose spontanée du veau en Yougoslavie [87]. 


Chez le porc, l’infection & L. pomona est généralement silen- 
cieuse ou bien réduite 4 une légére réaction fébrile. Parfois, mais 
rarement, la leptospirose porcine se manifeste sous forme d’une 
véritable maladie décrite sous les noms de « tourniquet », « Bar- 
hemmeigkeit », « Mal Mazuch », « Balordon ». Les porcs alors 
ont de la fiévre et sont atteints, d’une part, de troubles digestifs : 
amaigrissement, anorexie, troubles intestinaux, diarrhée ; d’autre 
part, de symptOmes méningo-encéphaliques: convulsions, spasmes, 
rigidité de la nuque, torsion latérale de la téte, les animaux 
tournent en rond, ou ne peuvent se tenir debout ; enfin, on note 
parfois un léger ictére des muqueuses. Quoi qu’il en soit, a partir 
du quatorziéme jour, les leptospires apparaissent dans les urines. 
Cette leptospirurie peut persister plusieurs mois : elle est la cause 
de Vinfection d’autres animaux. C’est pourquoi la leptospirose 
porcine se développe dans les grands élevages et la leptospirose 
humaine dans les exploitations collectives. Anatomiquement, la 
maladie expérimentale du porc est caractérisée par une néphrite, 
surtout interstitielle, avec infiltration de lymphocytes et de mono- 
cytes, parfois des hémorragies pulmonaires et rarement de la 
dégénérescence du foie. 

D’autres animaux sont atteints par L. pomona et L. mitis : les 
équidés [30], les bovidés, les ovidés, les muridés, le lapin, le 
chien, le chat, le furet, sont réceptifs a l’infection. 

Réciproquement, le pore peut étre aussi vecteur d’autres lepto- 
spires pathogénes: L. ictero-haemorragiae, L. grippo-typhosa, 
L. canicola en particulier dont on connait maintenant le réle dans 
ce domaine. 


Les sérums de porcs qui ont permis de mettre au point le 
présent travail proviennent d’abattoirs, pour la plupart d’abattoirs 
parisiens, plus rarement d’établissements de province. Cette 
enquéte porte au total sur 1 347 pores qui peuvent étre groupés 
en quatre séries (tableau I.). 

1’ série, de 1 207 porcs : 234 séro-diagnostics positifs examinés 
vis-a-vis de 11 sérotypes ; 
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2° série, de 72 pores : 33 séro-diagnostics positifs pour lesquels 
9 sérotypes ont été utilisés ; 

3° série, de 27 porcs étudiés en présence de 2 sérotypes 
(L. pomona, L. mitis) : 19 séro-diagnostics positifs (71 p. 100) 
pour L. pomona. 

4° série, de 41 pores examinés avec 11 sérotypes, toutes les 
réponses sont négalives. 


Tasteau J. — Ensemble des résultats : 1 347 pores, en quatre séries. 


Nombre total Sérodiagnostics Sérodiagnostics 
de porcs positifs négatifs 


Série I : 1207 


Série II ;: ie 


Série III: 27 


Série IV: 41 


Total : 1347 


Le tableau II montre la répartition des sérotypes pour les quatre 
séries de 1 347 porcs (11 et 9 sérotypes utilisés). Le taux des séro- 
diagnostics positifs est de 21,3 p. 100. Dans le tableau III, les 
taux d’anticorps pour les divers sérotypes sont mis en évidence. 
Un fait remarquable est la forte proportion des faibles taux d’anti- 
corps pour L. ictero-hemorragiae, inférieurs 4 1/2 000 (54 + 29, 
soit 83), tandis que l’étalement des titres pour L. pomona et pour 
L. mitis va de 1/2000 a 1/1 000 000. 

Parmi les 1 347 échantillons de sérums de porcs éludiés de 1952 
a 1957, la provenance des donneurs a pu étre connue pour 1 110 
pores : réponses positives, 236, soit 21 p. 100. L’ensemble repré- 
sente plusieurs groupes régionaux, dont il est difficile de définir 
les limites. S’1l ne faut pas attribuer a ces listes une valeur abso- 
lue, elles permettent cependant d’avoir une indication digne d’inté- 
rét sur la présence de certains sérotypes et de coagglutinines, 
ainsi que sur celle d’association des leplospires dans les séro- 
diagnostics. 
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I. — Un premier groupe comprenant 406 sérums réunit des échan- 
tillons de la région parisienne. Le nombre des séro-diagnostics positifs 
est de 68 (17 p. 100) et comprend des réponses positives pour les princi- 
paux sérotypes dont le porc peut étre l’héte: L. pomona, L. mitis, 
L. ictero-hemorragiae, L. canicola. Retenons que quatre sérums sont 
positifs pour L. grippo-typhosa sur l’ensemble de tous les porcs. 


Tasteau II. — Répartition des 286 sérodiagnostics selon les sérotypes. 


1 co 


L 
L. canicola 1 


L. pyrogenes Z 


12 4 
L. pyrogenes S 2 <1 
6 2 


L. grippo-typhosa 


L, bataviae 1 at 
L. australis 1 C1 


L. ballum 4 14 
Indéterminés 12 4 


Total sur 1347 porcs 286 21S 


Deux réponses positives pour L. pyrogenes zanoni marquent une 
caractéristique régionale, que nous retrouverons ailleurs : fréquence de 
coagglutinines pour ce sérotype. 


II. — Le groupe II comprend 84 sérums de porcs du Poitou (Deux- 
Sévres et Vienne), résultats : 8 positifs, soit 9,5 p. 100. Les réponses 
sont positives pour L. ictero-hemorragiae dans les Deux-Sévres. Les 
coagglutinines pour L. ictero-hemorragiae et L. zanoni sont fréquentes 
dans la Vienne, mais aucun taux n’est assez élevé pour signifier une 
réponse positive. L’absence d’anticorps pour L. pomona et L. mitis est 


a souligner. 
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Titres 
L.ictero-hemorragiae 


Sérotypes 
L.pomona 
L.mitis 
L.canicola 
L.pyrogenes Z 


III. — Les sérums de 185 porcs originaires de la Vendée [résultats 
posilifs : 50 (soit 27 p. 100)] ont été classés 
tance toute particuliére d’un groupe sur les six qui ont été constitués. 


L.pyrogenes S 


11 
12 
2 


oo 


oy 


oe ee 


L.grippo-typhosa 


- 


soe 


L.bataviae 


x 
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L.australis 


os ee 


L.ballum 


274 


18 


16 


34 


55) 


71 


87 


12 


Indéterminés 


286 


DOL AST 


a part en raison de l’impor- 
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Pour cing d’entre eux les réponses positives pour L. ictero-hemorragiae 
mettent en évidence la présence et le réle de ce leptospire, mais les 
taux d’agglutination sont bas, échelonnés entre 1/100 et 1/500, avec 
une lyse ne dépassant pas 1/100 ; coagglutinines multiples 4 taux faibles 
pour L. pomona, L. australis, L. zanoni. Parmi le petit nombre de 
réponses positives pour L. canicola (1/10 000) une prend place dans ce 
groupe. Réponse unique sur l’ensemble pour L. pyrogenes Salinem 
(1/1 000). Tout Vintérét se porte sur un ensemble de 28 sérums parmi 
lesquels figurent 23 réponses positives pour L. pomona a des taux 
variant de 1/300 a 1/1 000 pour 7 sérums (lyse de 1/10 a 1/100), mais 
16 réponses se classent entre 1/3000 et 1/500 000 accompagnées de 
lyse étagée entre 1/300 et 1/10 000. Les autres sérums de ce groupe ne 
montrent que des coagglutinines faibles et sans lyse, dépourvues de 
spécificité. Cette série caractérise soit une exploitation, soit plusieurs 
fortement contaminées. Une seule remarque & ajouter : les prélévements 
ont été faits durant le mois de novembre. 


IV. — Rien de bien spécial 4 retenir dans la région de la Loire- 
Atlantique sur 70 sérums. Si une premiére étude a montré en 1950 
[20, 4, 5] la priorité de L. pomona (84 et 72 p. 100 d’aprés un petit 
nombre de sérums), le relevé actuel dans la région nantaise ne met 
en évidence que trois séro-diagnostics positifs pour L. ictero-hemor- 
ragiae avec des taux faibles d’agglutination et de lyse ; les coaggluti- 
nines pour L. zanoni sont faibles ; l'un ou lautre sérotype dépend sans 
doute de facteurs écologiques divers. 


V. — Ce groupe, assez voisin du précédent, comprend des régions 
de Bretagne : Ille-et-Vilaine, Finistére, Morbihan. Pour 123 sérums, 
22 résultats positifs, soit 17,8 p. 100. Il apporte des réponses positives 
pour L. ictero-hemorragiae A des taux variant du 1/1000 au 1/10 000, 
avec lyse de 1/100 4 1/500. Aucun chiffre significatif pour L. pomona 
et L. mitis, non plus que pour L. zanoni, L. canicola, L. australis, qui 
sont représentés par des coagglutinines faibles. Les listes enti¢rement 
négatives pour les onze espéces ne sont pas rares. Les séro-diagnostics 
ont été faits d’avril a juillet. 


VI. — La région de la Mayenne, avec 58 sérums, apporte 9 réponses 
positives pour L. ictero-hemorragiae a des titres qui s’étendent de 1/100 
4 1/5 000, 1/10 000, 1/20 000, mais pour ces derniers taux élevés d’agglu- 
tination la lyse reste faible. Les coagglutinines multiples sont rares et 
4 taux tres faibles (L. pomona, L. canicola, L. zanoni). Les séries 
entiérement négatives sont fréquentes. 


VII. — Un groupe qui rapproche des porcs de Normandie et de 
Bretagne, d’origine assez mal définie, donne pour 62 sérums, 15 réponses 
positives, soit 24 p. 100. L’avantage est pour L. ictero-hemorragiae a des 
taux faibles. Trois réponses positives pour L. zanoni, dont deux 
4 1/1000, lyse 1/500, explique Ja fréquence des coagglutinines pour ce 
sérotype dans le groupe. 


VIII. — La Picardie (région d’Amiens) avec 58 sérums, 28 résultats 
positifs, soit 48 p. 100, a une histoire plus variée, ob L. pomona retrouve 
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le réle principal sur les 58 échantillons et apporte les taux limites pour 
cette espece du 1/100 au 1/5 000 (lyse de 10 a 1 000) ; deux fois L. ictero- 
hemorragiae révele sa présence au 1/1000 (lyse 4 1/50 et 1/500). Un 
caractére de cette région est la présence constante de coagglutinines 
pour L. mitis a cdté de lagglutination pour L. pomona a un taux de 
valeur spécifique, méme faible. On a trés souvent, par exemple : 
L. pomona a 1/500 et 1/1000 avec lyse 4 1/380 ou 1/100, et en méme 
temps L. mitis & 1/100 avec lyse a 1/10; ou des traces plus faibles 
encore, sans lyse. Le phénoméne peut étre inversé : c’est L. mitis qui 
l’emporte et L. pomona qui donne des coagglutinines. Les chiffres 
peuvent rester bas, mais dans un cas a été notée de l’agglutination 
pour L. mitis au 1/500 000 avec lyse 4 1/50 000 en méme temps qu’un 
résultat pour L. pomona ; 1/10 000 d’agglutination et 1/500 pour la 
lyse, qui aurait une valeur propre si la réponse était isolée. 


IX. — La Franche-Comté (Doubs, Jura) pour 386 examens apporte 
18 résultats positifs et groupe des sérums a4 réponses variées : une pour 
L. canicola (1/10 000), quatre pour L. ictero-hemorragiae (1/1000 et 
1/20 000) ; treize pour L. pomona (du 1/10000 au 1/100000). Les 
coagglutinines ne marquent aucune constance spéciale. 


X. — En Haute-Savoie, sur 14 échantillons, 9 réponses positives mon- 
trant le réle de L. mitis & 1/10 000 (cing fois), de L. ictero-hemorragiae 
4 1/10 000 (une fois) et L. pomona a 1/2 000 (une fois), une réponse dou- 
teuse pour L. pomona ou L. mitis. Rien a dire de spécial au sujet des 
coagglutinines. Le nombre de sérums est trop faible pour donner une 
notion exacte sur cette région qui, avec les territoires avoisinants, 
représente une zone d’élection pour la leptospirose porcine, ot les pre- 
miers cas de « maladie des porchers» ont été diagnostiqués (Bou- 
chet [7]) en France. 


XI. — La Bourgogne, par l’abattoir de Macon (Saéne-et-Loire), a 
permis d’étudier 14 sérums de porcs : pour L. pomona, un & 1/1 000 
et trois 4 1/10 000. Deux autres réponses assez complexes, ou inter- 
viennent des anticorps pour L. mitis seront discutés plus loin. 


Dans la série I, groupe le plus important des sérums examinés, 
1207 prélévements proviennent d’abattoirs parisiens. Si pour 1 045 
lorigine des animaux sacrifiés a pu étre connue, pour 162 ce détail est 
resté ignoré. Ces 162 sérums comprennent six séries de prélévements 
de dates différentes, dont deux manifestent tout l’intérét de l’ensemble. 
Pour l’un deux, 41 échantillons sur lesquels 19 agglutinent L. pomona 
a 1/500 avec lyse au 1/100, & 1/1000 000 avec lyse & 1/10 000 ; prés de 
la moitié des réponses est caractérisée par un taux élevé : cing fois 
1/5 000, une fois a 1/50 000, 1/100 000 et 1/500 000 ; pour ces derniers, 
la lyse est comprise entre 1/500 et 1/10 000. La proportion des réponses 
positives dans ce groupe, pour L. pomona, est de 47,5 p. 100. L’étude 
de ces sérums a été faite en janvier. La seconde série 4 retenir 
comprenait 38 prélévements de sérums : trois réponses positives pour 
L. ictero-hemorragiae y ont été décelées ; deux A 1/1000, lyse A 1/100 ; 
Vautre 4 1/10 000, lyse 4 1/500. Les examens ont été faits en avril. 
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Cet exposé rapide de la répartition des réponses appelle un 
certain nombre de remarques. 

Actuellement, la leptospirose porcine est largement répandue 
en France (tableau IV et fig. 1). Plusieurs sérotypes et lepto- 
spires sont responsables de l’infection porcine. Dans l'ensemble, 
les taux les plus élevés d’agglutination-lyse sont donnés par 
L. pomona et L. mitis tandis que pour L. ictero-hemorragiae les 
taux bas, inférieurs a 1/1 000 pour l’agglutination, avec lyse égale 
ou peu supéireure & 1/10, sont les plus fréquents. Les réponses 
atteignant 1/10 000 et 1/20 000 sont rares par rapport au nombre 
d’examens. Les pourcentages montrent que ce n’est pas V’ubiquité 


REPARTITION REGIONALE 


NOMBRE de PORCS ETUDIES 


SERO DIAGNOSTICS POSITIFS 


POURCENTAGE 


1 KY AS 


48% 50% 43% 
7 % 4% 
I7B% 
9,5% I% Z 15% 


Tle de Poitou Vendée Region Bretagne Normandie Mayenne Picardie Franche Savoie Bouryogne 
France Nantaise Bretagne Comté 
Ercole 


de cette derniere espéce qui entre en jeu. Est-ce un manque de 
sensibilité chez le porc, ou bien une moindre virulence de ce 
sérotype ? Quoi qu’il en soit, sa présence n’en a pas moins une 
grande importance puisque le germe peut étre disséminé dans 
le milieu extérieur et contaminer homme [42, 8, 34, 33] et le 
bétail. Le role de L. canicola hébergé par le porc, el, inversement, 
celur de L. pomona hébergé par le chien est de connaissance 
récente ; son importance est encore soulignée par la persistance 
de L. pomona dans |’eau des mares contaminées par les _por- 
cheries [44], ce qui augmente le pouvoir de diffusion du germe. 

Pour six autres sérotypes la présence, pour L. pyrogenes Z 
Cr Ss. grippo-typhosa, L. bataviae, L. australis, L. ballum, 
dagglutinines A des taux faibles, dépassant peu 1/1000 a été 
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notée, et rien dans l’état actuel des connaissances et de notre 
enquéte ne permet de dire si de tels sérotypes peuvent étre des 
agents pathogénes pour le porc, ou bien s'il s’agit du résultat 
dune immunité passive déterminée par le contact des animaux et 
des leptospires non pathogénes transmis par l’eau et le milieu 
extérieur. 


La présence de coageglutinines se manifeste dans beaucoup de 
sérums et pour la plupart des groupes. Souvent il s’agit de coag- 
glutinines pour diverses eepeers, mais on peut aussi noter Ta 
présence constante d’une coagglutinine pour un sérotype dans 
telle ou telle région. Les coagglutinines pour L. zanoni sont parmi 
les plus fréquentes, surtout dans la région parisienne, la Mayenne, 
la Normandie. L’existence des coagelutinines entre L. ictero- 
hemorragiae et L. zanoni est a peu prés la régle : le plus souvent 
elles restent & des taux faibles ne dépassant pas 1/10, avec ou 
sans lyse, et le titre de 1/100 est négatif (il ne faut pas oublier 
que les taux pour L. ictero-hemorragiae sont peu élevés). Cepen- 
dant, la présence de L. zanoni est 4 retenir, puisque 12 réponses 
ont été notées sur la totalité des échantillons, dont 9 pour les 
sérums d’origine connue. 


Les coagglutinines pour L. australis sont rares, toujours a un 
taux trés faible; elles prédominent en Vendée ott une réponse 
positive pour ce sérotype a été enregisirée. Pour L. ballum la 
méme observation peut étre faite : de trés rares coagglutinines, 
rarement a un taux faible, observés dans les régions de Bretagne 
et de Normandie. 

Les coagglutinines ne sont pas génantes quand elles sont a un 
taux faible en présence d'une agglutination forte, avec lyse, pour 
un seul sérotype : la réponse est alors facile 4 donner. Mais il 
y a des cas oti Videntité du sérotype est difficile 4 dégager ou 
méme impossible a déceler, quand les taux d’agglutination-lyse 
sont voisins ou méme identiques. Quelle importance faut-il attacher 
par exemple aux chiffres suivants : 


Porc 163 de la région parisienne : L. canicola 1/3000, lyse 1/100 ; 
L. pomona 1/5 000, lyse 1/100; L. mitis 1/30 000, lyse 1/500. Réponse 
facile pour L. mitis. 

Porc 834 : L. canicola + 1/100, lyse + 1/10; L. zanoni 1/500, 
lyse 1/50; L. ictero-hemorragiae 1/1000, lyse + 1/50. Réponse facile 
pour L. ictero-hemorragiae. 

De nombreux exemples de ce genre pourraient étre cités. 

Mais dans l’un et l’autre cas, surtout pour le 163, que faut-il penser 
des autres chiffres ? Les taux sont élevés, Ja lyse suffisante et chaque 
résultat pris séparément peut étre une réponse positive. Faut-il penser 
4 une contamination par plusieurs sérotypes dont l’un se présente 
comme plus virulent que les autres ? 
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Une difficulté d’une autre sorte peut se présenter, et ici encore de 
nombreux exemples seraient A citer parmi les sérums étudiés. 

Pour 3 C: L. pomona 1/20000, lyse 1/1000; L. mitis J 1/20 000, 
lyse 1/1000. Pour 3 D : L. pomona coagglutinines faibles, 1/100 ; 
L. bataviae 1/10 000, lyse 1/100 ; L. mitis J 1/10 000, lyse 1/100. 


S’il n’y a pas de coagglutinines entre L. pomona et L. mitis J, 
il y en a entre L. bataviae et L. mitis J, mais elles sont toujours 
proportionnellement faibles. Ici le taux élevé de l’agglutination- 
lyse et surtout lidentité des taux d’agglutination et de lyse ne 
permettent pas d’avoir une opinion nette. Peut-on invoquer une 
contamination d’origine double, chacun des sérotypes ayant donné 
des anticorps en quantités égales ? Une épreuve d’absorption des 
agelutinines aurait peut-étre pu donner une réponse, mais elle 
n’a pas été faite. Quand de tels résultats sont notés dans des 
sérums d’animaux conservés en vie, le seul moyen d’éclairer les 
réponses est de renouveler les examens, afin de voir si cette 
égalité de taux est accidentelle ou si elle se poursuit, mais les 
sérums d’abattoirs ne laissent aucun recours. 


Bien que l’étude des sérums ait porté sur plusieurs saisons, 
de 1952 a 1957, aucune remarque particuliére n’a pu étre faite 
4 propos des sérums recus en hiver et ceux qui ont été étudiés 
en été ou au printemps. Des réponses 4 un taux trés élevé sont 
obtenues en Vendée pour L. pomona; on aurait pu penser que 
les animaux ayant été malades en été ou au printemps auraient 
dans leur sérum plus d’anticorps peu aprés Vinfection, en hiver 
tandis que les animaux malades au début de l’année n’auraient 
pas encore des taux trés élevés d’agglutination et de lyse. 
L’examen d’autres résultats a taux élevés empéche de s’arréter 
a cette hypothése. 


Dans l’examen des résultats par groupes régionaux, il y a des 
différences quant aux agglutinines et aux coagglutinines, qui sont 
en plus ou moins grand nombre ou qui représentent des séro- 
types plus ou moins divers. 


Il faut retenir l’influence de la notion du microclimat telle que 
la proposent les auteurs polonais [88, 39, 40}. Les leptospires 
cultivés au laboratoire se développent dans des milieux artificiels 
semblables. Les conditions naturelles sont différentes [24]. Mais 
ne peut-on imaginer que les leptospires sauvages manifestent des 
préférences, qui sont conditionnées par les éléments du milieu 
environnant naturel si complexe, ou dominent les produits du 
métabolisme de tant d’organismes divers ? 


Il faut tenir compte de la nature géologique du sol, du régime 
des eaux, du pH des eaux de surface, de la flore microscopique 
et de la faune des eaux contaminées, de l’ensoleillement, de 
lobscurité, etc. De multiples facteurs jouent ainsi un role qui 
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peut expliquer la prédilection de certains leptospires pour un gite 
déterminé, comme ils favorisent une faune ou une flore spéciales. 
Ce sont peut-étre ces conditions diverses qui déterminent les dif- 
férences antigéniques entre les souches [4] et qui créent des asso- 
ciations locales de sérotypes. 


ETUDE DE 27 REINS DE PORCS. ISOLEMENT D’UNE SOUCHE 
vE L. pomona. 


Lors de l’enquéte sur les leptospires des porcs, les reins de 
27 pores ont été examinés en culture et sur coupes nitratées. Les 
reins, prélevés au moment de V’abattage (un par porc), étaient 
recus au laboratolre moins de deux heures aprés. Chaque rein, 
manipulé dans les conditions d’asepsie indispensables, était ponc- 
tionné a l’aide d’une pipette Pasteur effilée, brisée net, d’environ 
2 mm de diamétre, en trois endroits traversant la région corti- 
cale pour éviter le bassinet. Les cylindres de tissu rénal prélevés 
étaient ensemencés dans trois tubes de milieu de Reiter et Ramme, 
sur gélose et en bouillon nutritif ordinaires ; culture a 30°. 


De chaque rein étaient prélevés en diverses régions des frag- 
ments qui, aprés fixation et traitement par le nitrate d’argent 
(méthode lente de Levaditi), étaient inclus en paraffine et coupés. 
Pour un rein, plusieurs blocs étaits faits, et de nombreuses coupes 
pour chaque bloc ont été examinées au microscope. 


Sur les 27 reins, un seul résultat positif a été obtenu : avec 
le huitiéme. Il s’agit d’un pore d’un élevage de 1’Assistance 
Publique, a Grigny, prés de Juvisy. La culture du leptospire a 
réussi dans un tube sur les trois ensemencés (dix-septiéme jour) ; 
les deux autres tubes étaient contaminés ainsi que les cultures 
sur gélose. Mais le développement se manifeste tardivement. La 
culture est restée pauvre dans l’unique tube d’origine mais les 
repiquages ont bien poussé. La souche a été identifiée 4 L. pomona 
(australis C) par la sérologie et l’absorption des agglutinines. Les 
coupes nitratées du rein n° 8 révélent la présence d’un flot de 
leptospires dans un des fragments; il ne se retrouve que sur 
quelques coupes. Ailleurs, on ne retrouve que des germes banaux, 
ceux qui ont poussé sur gélose et dans des tubes de milieu de 
Reiter et Ramme. L’examen des coupes de tous les autres reins 
nitratés ne montre que des cocci et des bacilles inégalement 
répartis par petits groupes dans la masse de la zone corticale 
du rein. Leur présence et le petit nombre de leptospires trouvés 
laisse & penser que la recherche des leptospires dans le rein est 
fort aléatoire et que le nombre de réponses trouvées doit étre 
bien inférieur a celui des porcs porteurs de leptospires d’une 
région ou d’un établissement contaminé. Van Riel n’a réussi a 
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isoler des leptospires que dans une proportion infime par rap- 
port au nombre d’animaux examinés [26, 29]. Dans le cas present, 
les chiffres sont trop faibles pour que puisse étre retenu un pour- 
centage : il faut se contenter de dire qu’une seule culture posi- 
tive a été oblenue sur 27 reins de pores provenant d’un établisse- 
ment ou l’existence de leptospirose porcine a été reconnue. 


CONCLUSION. 


La leptospirose du pore 4 L. pomona a aujourd’hui une répar- 
tition quasi mondiale. Elle passe souvent inapercue chez |’animal, 
celui-ci faisant une maladie inapparente ; mais les autres animaux 
domestiques sont aussi atteints (bovins, chevaux, ovins, chiens), 
ce qui est cause de pertes économiques importantes. Enfin, la 
maladie est transmissible 4 Vhomme et dans les collectivités. Les 
cas humains ne sont pas rares. 

Notre enquéte a porté sur 1347 porcs provenant de diverses 
régions de France : 286 séro-diagnostics, soit 21,3 p. 100, sont 
positifs ; 125 sont des cas de L. pomona et 14 de L. mitis. Les cas 
dus a L. ictero-hemorragiae sont moins nombreux (98) et les résul- 
tats sont positifs a des taux faibles, tandis que les taux d’agglu- 
tination sont trés élevés pour les deux premiers sérotypes 
(jusqu’a 1/100 000 et 1/500 000). Le réle de L. canicola est aussi a 
retenir. Pour d’autres sérotypes : L. pyrogenes Z et S, L. grippo- 
typhosa, L. bataviae, L. australis, L. ballum, on note des taux 
faibles d’agglutination-lyse atteignant 4 peine 1/1000, mais il n’est 
pas démontré que ces leptospires sont pathogénes pour les porcs. 

La présence de séro-diagnostics positifs pour les pores dans 
l’Ile-de-France, le Poitou, la Vendée, la Bretagne, la Normandie, 
la Mayenne, la Picardie, la Franche-Comté, la Savoie, la Bour- 
gogne, s’ajoute & ce qui est déja connu a propos d’autres régions 
de la France et permet de dire que la leptospirose porcine est 
connue sur tout le territoire. La présence de coagglutinines se 
manifeste dans beaucoup de sérums et dans des groupes régio- 
naux. Souvent il s’agit de coagglutinines pour diverses espéces, 
mais on peut aussi noter dans une région la constance d’un séro- 
type (L. zanent, L. mitis). Si les coagglutinines sont a un taux 
faible, leur présence ne géne pas pour lire le séro-diagnostic ; il 
n’en est pas de méme quand les taux sont élevés et surtout s’ils 
sont é6gaux pour deux sérotypes. Pour expliquer les coaggluti- 
nines, les associations entre sérotypes, qui traduisent peut-étre 
des différences antigéniques, on doit tenir compte des conditions 
spéciales de microclimats créés par les divers facteurs écolo- 
giques : sol, eau, flore, faune et la météorologie locale. 

Les reins de 27 pores d’abattoir ont été étudiés. Les ensemen- 
cements ont permis d’isoler une souche de L. pomona. 
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SUMMARY 


PoRCINE LEPTOSPIROSIS IN FRANCE. 
SECOND SURVEY AND ISOLATION or Leptospira pomona. 


Porcine leptospirosis due to L. pomona is found all over the 
world. The disease is often inapparent. Domestic animals other 
than swine (bovines, horses, ovines, dogs) may also contract it, 
which results in high economic losses. Moreover, the disease is 
transmissible to man, and human cases are not rare. 

In the present survey, 1 347 swine from various parts of France 
were studied : 286 serodiagnostics (21,3 °%,) were positive : 125 
cases due to L. pomona, 14 due to L. mitis. The cases due to 
L. ictero-hemorragiae were less numerous (98) and the positive 
titers are low, whereas they are high (agglutination) for the first 
two serotypes : 10° to 5.10°. L. canicola may also play a part. 

Low agglutination and lysis titers (lower than 1/1 000) were 
also observed with L. pyrogenes Z and S, L. grippo-typhosa, 
L. bataviae, L. australis and L. ballum, but it is not proved that 
these leptospirae are pathogeneous for swine. 

Positive serodiagnostics were observed in Ile-de-France, Poitou, 
Vendée, Bretagne, Normandie, Mayenne, Picardie, Franche- 
Comté, Savoie, Bourgogne. As swine leptospirosis was already 
reported in other parts of France, it is therefore possible to say 
that swine leptospirosis is spread all over France. Many sera 
contain coagglutinins. These coagglutinins are often directed 
against various species, but one constant serotype (L. zanonit, 
L. mitis) may also be found in certain areas. If the coagglutinin 
level is low, it does not prevent an accurate serodiagnostic ; but 
if the titers are high, and particularly if they are identical for 
two serotypes, they may cause difficulties in the lecture of the 
results. The presence of coagglutinins, the association between 
serotypes, may be explained by micro-climates, due to various 
ecologic-factors : soil, water, flora, fauna and local meteorologic 
conditions. 

Twenty-seven swine kidneys were studied, and one strain of 
L. pomona isolated from their cultures. 
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DOSAGE DES ANTICORPS PAR DIFFUSION 
DANS LES GELS. 
COMPARAISON AVEC LES RESULTATS TIRES 
DES DOSAGES D’AZOTE PRECIPITE 


par Dorothy J. BUCHANAN-DAVIDSON (*) et Jacques OUDIN (**) (***) 


(Institut Pasteur, Service d’'Immunochimie Analytique) 


La possibilité de mesurer avec précision le déplacement de la 
zone de précipitation dans la diffusion simple et le fait que ce 
déplacement est fonction de la concentration des réactifs avait 
permis de prévoir son application au dosage des antigénes et des 
anticorps {4, 2, 3]. Le report, sur une courbe de référence, de la 
distance mesurée de la pénétration des zones de précipitation 
devait permettre de hre la concentration qu'il s’agissait de déter- 
miner. Ainsi, une fois établie la courbe de référence nécessaire 
au dosage d’un antigéne ou d’un anticorps donné, une seule réac- 
tion, dans un seul tube de gel, devait suffire 4 chaque dosage, 
contrairement a ce qui se passe dans les dosages par les autres 
techniques. 

Cependant, pour que la concentration du réactif a doser soit 
pratiquement la seule variable qui influe sur la pénétration des 
zones, il était nécessaire de réaliser des conditions expérimentales 
propres a rendre négligeable |’influence des substances non spéci- 
fiques, c’est-a-dire des substances autres que l’antigéne et l’anti- 
corps. Des moyens d’atteindre ce but [4, p. 543] qui découlaient 
d’une étude expérimentale des effets non spécifiques [5], analysés 
d’autre part par d’autres auteurs [6], ont permis d’éliminer ces 
causes d’erreur dans le dosage des antigénes (la référence 7 
contient un exemple de dosages de cinq antigénes du sérum 
humain). Mais les effets non spécifiques 4 considérer dans le 
dosage des anticorps d’un immunsérum présent dans le gel ne 
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(**) Nous remercions M"° Mauricette Michel de son assistance dans la 
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sont pas exacltement les mémes que dans le dosage des antigénes, 
oti le gel peut avoir une composition constante. 

Le dosage des anticorps par ce moyen ne peut, jusqu’a présent, 
donner qu’une valeur relative, l’unité de concentration étant la 
concentration du méme anticorps dans un étalon arbitrairement 
choisi. On a, dans le présent travail, dosé les anticorps des mémes 
immunsérums a partir des quantités d’azote dans les précipités 
spécifiques, et comparé les résultats des deux méthodes. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


Antigénes. — On a préparé de l’albumine de sérum humain (ASH) et 
de Valbumine de sérum de cheval (ASE) par précipitation par le sulfate 
d’ammonium selon la technique décrite par Adair et Taylor [8]. Aprés 
six précipitations, chaque préparation d’albumine a été mise en suspen- 
sion dans un mélange de tampon acétate et de solution saturée de sul- 
fate d’ammonium, et conservée 4 4° C. Les quantités nécessaires ont 
été, avant l’emploi, dialysées contre de l’eau salée a 0,85 p. 100, filtrées 
sur filtre Seitz et additionnées de merthiolate 4 1/5 000. Dans sa réaction 
en tubes de gel avec un immunsérum de lapin anti-sérum humain, la 
préparation d’ASH ne donnait qu’une seule zone de précipitation. Dans 
sa réaction avec certains immunsérums de lapin anti-sérum de cheval, 
la préparation d’ASE manifestait la présence de petites quantités d’impu- 
retés, apparemment trop petites pour qu’il soit nécessaire d’en tenir 
compte dans les résultats quantitatifs. 


Préparation des immunsérums. — Dix jeunes lapins ont recu une 
injection d’ASH, d’ASE, ou d’un mélange d’ASH et d’ASE additionnés 
d’adjuvants selon la technique de Freund [9]. Les quantités d’antigéne 
injectées figurent au tableau I. Les lapins ont été saignés environ six 
semaines aprés l’injection. Les sérums, filtrés, ont été additionnés de 
merthiolate & 1/5 000 et conservés 4 4° C. On a déterminé la concentra- 
tion totale en azote de tous les immunsérums et d’un mélange de 
sérums de Japins non immunisés utilisé pour les diluer. Les concen- 
trations de tous ces sérums ont été amenées, avant leur emploi, a la 
méme valeur: 9,5 mg d’azote par millilitre. 


Réactions en milieu gélifié. — Ces réactions ont été faites selon la 
technique, antérieurement décrite, de diffusion simple [41, 10]. Des 
tubes de diamétre intérieur voisin de 1,7 mm ont été revétus intérieure- 
ment de gélose 4 0,3 p. 100 et desséchés. Les réactifs étaient disposés 
dans Jes tubes en deux couches. La couche inférieure, d’environ 45 mm 
de haut, contenait de l’agar-agar a la concentration finale 0,3 p. 100 
et de limmunsérum, soit pur, soit dilué (de 1/2 a 1/16) dans un 
mélange de sérums d’animaux non immunisés, la concentration totale 
de sérum étant constante et égale 4 1/4. La couche supérieure, d’envi- 
ron 25 mm de haut, était faite d’une solution soit d’ASH, soit d’ASE 
4 2 mg d’azote par millilitre. Les tubes, fermés par un mélange de cire 
et de piscéine, étaient placés 4 20° C. Ils étaient photographiés au gros- 
sissement 2 au bout de 168 + 2 heures. Le double de la pénétration h 
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(distance de linterface entre les deux couches & la frontiére de la zone 
de précipitation) était mesuré sur les négatifs. Les valeurs de 2 h ainsi 
trouvées figurent au tableau I. Les différences entre les temps de 
réaction (de cent soixante-six A cent soixante-dix heures) peuvent suf- 
fire A avoir entrainé des différences appréciables dans les valeurs de 2 h, 
jusqu’A + 0,24 mm pour une valeur de 2 h de lordre de 40 mm. 
Chaque chiffre du tableau I est la moyenne des mesures faites sur les 
photographies de deux tubes. 


Dosages d’azote d’anticorps précipité. — Ces dosages ont été faits 
selon la méthode de Heidelberger et Kendall [44], les volumes constants 
dimmunsérum mélangés 4 des quantités variables d’antigéne étant 
de 0,5 ml. Les précipités étaient centrifugés 4 la température de 0° 
4 4° C, deux jours aprés le mélange. Les dosages d’azote étaient faits 
par une modification de la technique de Koch et de Mc Meekin [42]. 
Les valeurs maximums d’anticorps trouvées figurent au tableau I. 


RESULTATS. 


Lorsqu’on porte en abscisses les logarithmes des dilutions des 
immunsérums et en ordonnées les valeurs de h obtenues avec les 
mémes dilutions, on obtient, pour chaque sérum, une courbe 
voisine de la ligne droite. Les courbes des différents sérums sont 
sensiblement superposables au moyen d’une translation paralléle 
a axe des abscisses. Soit @ les concentrations d’anticorps déter- 
minées par réaction en milieu gélifié, et A les concentrations 
d’anticorps tirées des dosages d’azote dans les précipités lavés. 
Du parallélisme des courbes des différents immunsérums, 1] 
résulte que, si accord des deux méthodes de dosage était par- 
fait, lorsqu’on porte en ordonnées les valeurs de h et en abscisses 
les logarithmes des valeurs trouvées de A pour différents immun- 
sérums (et de leurs sous-multiples dans les dilutions des immun- 
sérums), tous les points se trouveraient sensiblement sur une 
méme courbe. Cet accord se manifeste pour les réactions de cer- 
tains immunsérums avec l’une ou l’autre des deux albumines, 
mais non pour toutes les réactions. Dans ces conditions, si l’on 
veut exprimer les valeurs de a en pg d’azote d’anticorps précipite, 
on n’a aucune raison objective de choisir comme étalon la réaction 
dun immunsérum donné avec une des deux albumines plutot 
qu'une autre réaction. I] est cependant commode pour la discus- 
sion d’ exprimer a en wg d’azote. On a, fe ce faire, arbitraire- 
ment pris pour étalons les immunsérums 1 et 2, dans leur réaction 
avec ASH, et les immunsérums 2 et 3, dans leur réaction avec 
ASE, les courbes de ces quatre réactions se confondant en une 
seule courbe, reproduite figure 1. Dans l’établissement de cette 
courbe, on a done fait figurer en abscisses soit les valeurs de A, 
pour les réactions des immunsérums non dilués (a la concentra- 
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tion finale 1/4 dans le gel), soit les sous-multiples des valeurs 
de A pour les réactions des sérums dilués dans le sérum de lapins 
neufs. Les valeurs de a qui figurent au tableau I ont été obtenues 
en lisant les abscisses qui correspondent sur cette courbe aux 
valeurs de 2 h trouvées dans les réactions en milieu gélifié. 


Sérum Antigeéne 
N° 

1,nondilué ASH 
1,dilué ASH 
2,non dilué ASH 
2, dilué ASH 
2,nondilué ASE 
2,dilué ASE 
3,nondilué ASE 
3,dilué ASE 


autres sérums ASH 
(non dilués) 


autressérums ASE 
(non dilués) 
30 100 300 1000 
ug d’azote d’anticorps précipité 


@®o<«dePbpeo 


ee 


Fic. 1. — Dans l’établissement du graphique, on a considéré un immunsérum 

comme non dilué dans les réactions en milieu gélifié quand le gel contenait 1/4 

de son volume de ce sérum pur (facteur de dilution dans le sérum de lapins neufs : 

1). Le poids d’azote précipité porlé en abscisses dans la réaction d'un immunsérum 

dilué est le quotient, par le facteur de dilution, du poids d’azote d’anticorps A 
trouvé dans Je sérum pur. 


DISCUSSION. 


Dosages a partir des valeurs de h. — La comparaison des valeurs 
de a qui figurent au tableau I, indépendamment de l’unité choisie, 
suffit 4 juger de la valeur des dosages par réaction dans les gels. 
Lorsque les valeurs trouvées a sont, pour un immunsérum donné 
et ses dilutions, inversement proportionnelles aux facteurs de dilu- 
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tion, il s’ensuit que ieurs variations sont fonctions de la concen- 
tration d’une substance présente dans l'immunsérum et non dans 
le diluant, et que la substance qu’on dose est bien par conséquent 
lanticorps. Lorsque ceci se vérifie pour plusieurs immunsérums 
et leurs dilutions réagissant avec une méme solution d’un méme 
antigéne, il s’ensuit que les valeurs de a sont proportionnelles 
aux concentrations de l’anticorps spécifique de cet antigeéne dans 
les différents immunsérums. 

Les valeurs trouvées de a sont en fait sensiblement proportion- 
nelles A inverse des facteurs de dilutions. Seul fait exception le 
résultat obtenu avec le sérum n° 4 a la concentration finale 1/4 
dans le gel. Dans les réactions avec ASH, la valeur de a dans ce 
sérum a la concentration 1/4, prévisible par calcul a partir des 
valeurs trouvées dans le méme sérum aux concentrations finales 
1/32, 1/16, 1/8 (respectivement 110, 220 et 435) devrait étre 
comprise entre 870 et 880; cependant on trouve 970. Dans la 
réaction du méme sérum avec ASE on trouve, pour la concen- 
tration finale 1/4, 158 au lieu d’une valeur voisine de 140 (on 
remarque que les valeurs de a dans les réactions avec ASH et avec 
ASE restent proportionnelles entre elles). Le fait que cette diffé- 
rence, d’environ 10 p. 100, s’observe dans les réaciions du méme 
sérum avec deux antigénes différents, améne a se demander sti 
elle n’est pas imputable a des effets non spécifiques qui devien- 
draient négligeables quand le méme immunsérum est 4 la concen- 
tration finale 1/8 (ou 1/2 dans le sérum non immun) (1). 


L’analyse expérimentale de Vinfluence, sur la valeur de h, des 
substances autres que l’antigéne et l’anticorps qui réagissent [5] 
a permis d’ observer 


1° Que les variations des valeurs de h passaient par une discon- 
tinuité lorsque les concentrations totales des deux couches en 


(1) Il faut cependant penser aussi 4 une erreur de dilution telle que 
la concentration du sérum n° 4 serait de 10 p. 100 trop faible dans ses 
dilutions 1/2, 1/4, 1/8. 


Tasreau I. — Concentration des anticorps déterminée 4 partir de la 
pénétration h des zones dans les gels et a partir des quantités 
d’azote précipité. 


* ASH et ASE signifient : albumine de sérum humain et albumine de sérum de 
cheval. ** 2h = double de la pénétration, mesuré sur les photographies. a = con- 
centration d’anticorps déterminée 4 partir des mesures de 2h en prenant comme 
étalons les sérums 1, 2 et 3; a est exprimé en pg d’azote d’anticorps/ml, sur la base 


des valeurs de A dans les étalons. 


Tanteau I]. — Valeurs de A et de a (du tableau I) modifiées pour tenir 
compte de la solubilité du précipité spécifique. 
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protéines avaient des valeurs voisines (2); cette discontinuité est 
explicable par des phénomeénes de convection {6}. C’est en vue 
d’éviter cette cause d’erreurs que la concentration totale des solu- 
tions d’antigéne est trés différente de la concentration totale des 
protéines dans le gel. 


2° Lorsqu’on fait varier la concentration totale, dans le gel, des 
protéines du sérum de lapin, la variation de h, de part et d’autre 
de la discontinuité, est sensiblement linéaire sur une étendue 
importante [5, fig. 4]. D’autre part, la valeur de h en un temps 
donné doit étre inversement proportionnelle a la racine carrée de 
la viscosité du liquide incorporé au gel [43]. Or, pour des valeurs 
de la viscosité comprise entre celle de l’eau et celle du sérum de 
lapin, la variation de h conforme a cette prévision en fonction de 
la concentration du sérum dans le gel s’écarte a peine de la ligne 
droite pour les plus fortes concentrations de sérum. La variation 
linéaire mentionnée ci-dessus est done explicable par des diffé- 
rences de viscosité, en accord avec les conclusions de Preer ei 
Telfer [6]. C’est en vue d’éviter ou de diminuer les effets non 
spécifigues dus aux variations de composition du gel qu’on a 
amené a une valeur constante la concentration totale en protéines 
des immunsérums et du sérum non immun utilisé pour les diluer. 
Mais il ne peut étre exclu que, du fait de leurs différences de 
composition, plusieurs immunsérums, quoique amenés a une 
méme concentration totale, ne puissent cependant exercer des 
effets non spécifiques légérement différents sur les valeurs de h. 
En pareil cas, ces différences doivent étre diminuées par la dilution 
des immunsérums jusqu’é devenir néglgeables si cette dilution 
est suffisante. Ceci conduirait a conclure que la dilution finale 
au 1/8 des immunsérums amenés a une méme concentration 
totale en protéines est suffisante, mais que la dilution au 1/4 peut 
étre légérement insuffisante pour éviter A coup str les erreurs de 
dosage dues aux effets non spécifiques. Il serait théoriquement 
satisfaisant de tenter d’éviter ces erreurs en amenant la viscosité 
de tous les sérums 4 une méme valeur. 


Comparaison des dosages par les deux méthodes. — L’accord 
entre les résultats des dosages d’anticorps effectués a partir du 
poids d’azote dans les précipités spécifiques et a partir de la péné- 
iration des zones dans le gel est trés imparfait. La courbe de la 
fig. 1 fait apparaitre un caractére systématique de ce désaccord. 
Les points qui représentent la pénétration h en fonction de log A 
dans les sérums non dilués (c’est-a-dire dans les sérums a la 


(2) Seuls les effets non spécifiques de ce premier type sont a consi- 
dérer pratiquement dans le dosage des antigénes par des réactions avec 
un méme immunsérum présent dans un gel de composition constante. 
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concentration finale 1/4 dans le gel) se placent tous au dessous de 
la courbe de référence pour les valeurs les plus faibles de A. 
Pour les valeurs fortes de A, une partie des points se placent 
au-dessus de la courbe de référence. Il est nécessaire de rappeler 
que, parmi les points qui jalonnent la courbe de référence, tous 
ceux qui sont figurés par des cercles, carrés et triangles noirs 
représentent des valeurs de 2 h obtenues avec des sérums dilués. 
Or, dans les réactions en milieu liquide, effectuées dans des condi- 
tions constantes, qui ont conduit a la détermination des valeurs 
de A, la quantité de précipité perdue par dissolution peut étre 
considérée comme sensiblement constante et indépendante de la 
richesse du sérum en anticorps. L’erreur relative qui en résulte 
est donc d’autant plus forte que le sérum est plus pauvre en anti- 
corps. Ceci peut expliquer au moins une part des désaccords 
systématiques qui précédent. On a essayé de corriger ces erreurs 
en supposant que, lors du dosage de l’azote précipité a partir de 
0,5 ml de chaque sérum, la quantité perdue par dissolution était de 
20 wg d’azote (chiffre donné par Heidelberger et Kendall [44] dans 
la réaction de sérums de lapin avec de l’ovalbumine). On a done 
corrigé les valeurs de A en augmentant de 40 ue toutes celles qui 
figurent au tableau I. En outre, pour tenir compte de cette correc- 
tion de A dans les valeurs de a exprimées en ue d’azote, on a 
augmenté de 10 p. 100 toutes les valeurs de a qui figurent au 
méme tableau. Ainsi, les valeurs corrigées de a sont, pour les 
sérums pris comme élalons, voisines des valeurs corrigées de A. 
On a rassemblé au tableau II les valeurs ainsi corrigées de A dési- 
enées par A’, et celles de a dans les sérums a la concentration 
finale 1/4 (désignées par a’). Cette correction a fait disparaitre 
les désaccords systématiques signalés plus haut pour les valeurs 
faibles de A, sans supprimer les désaccords accidentels, natu- 
rellement plus importants quand A est petit. Mais elle fait ressortir 
d’autres désaccords systématiques. 

Les valeurs de a’ qui figurent au tableau II se classent toutes 
dans deux catégories (sauf celles du sérum 7, intermédiaires). 
Les valeurs de a’ pour les sérums 1, 2, 3, 4, 5, 6 concordent d’une 
maniére satisfaisante avec celles de A. Les valeurs de a’ pour les 
sérums 8,:9, 10 sont en désaccord avec les valeurs de A ; mais i! 
faut rappeler que les unités qui expriment a sont arbitrairement 
choisies et que par conséquent rien ne s’oppose a un changement 
de l’unité de a tel que toutes les valeurs trouvées soient multipliées 
par un facteur commun. Si toutes les valeurs de a sont multipliées 
par 1,15 (8) [tableau II, a’’] la concordance avee A devient trés 
satisfaisante pour les sérums de la deuxiéme catégorie ci-dessus 


(3) Ou, ce qui revient au méme, si l’on prend comme étalon pour 
l’établissement de la courbe de référence l’un des sérums 8, 9 ou 10. 
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(n°* 8, 9, 10), alors que, pour les sérums de la premiére catégorie, 
a’ devient plus fort que A, d’environ 15 p. 100, Aucun critére ne 
permet a priori de choisir entre les deux étalons envisagés. y 
resterait a chercher une explication de ce désaccord. I] a déja été 
signalé que les anticorps non précipitants intervenaient aussi dans 
la réaction en milieu gélifié [7, p. 382]. Si, comme il parait légi- 
lime, on ne retient pas la possibilité d’une erreur de dilution qui 
aurait affecté également une partie des sérums, on peut done 
envisager, pour expliquer le désaccord dont il s’agit, la présence 
dans les sérums de la premiére catégorie d’une fraction d’anti- 
corps non précipitants plus importante que dans les sérums de 
la 2° eatégorie. [1 est curieux de remarquer que les trois sérums 
de la deuxiéme catégorie sont ceux de trois lapins a qui la quantité 
d’ASE injecté était beaucoup plus forte que la quantité d’ASH. 


RESUME. 


Les mesures des pénétrations des zones de précipitation dans 
les réactions en milieu gélifié (diffusion simple en tubes) permet- 
tent, si les réactifs satisfont A certaines conditions, de doser les 
anticorps. Une fois établiie la courbe de référence, une seule 
réaction est nécessaire 4 chaque dosage. I] n’est pas actuellement 
possible de déterminer par ce moyen la valeur absolue de la 
concentration des anticorps ; les résultats du dosage sont exprimés 
en unités arbitraires. Le fait que dans le présent travail les dosages 
des anticorps dans des dilutions des différents sérums donnent, 
pour chacun, des chiffres inversement proportionnels au facteur 
de dilution, démontre que la méthode de dosage est satisfaisante. 

On a comparé ces résultats & ceux tirés du dosage d’azote dans 
les précipités spécifiques lavés. Cette comparaison a fait appa- 
raitre des désaccords. La correction des résultats tirés des dosages 
d’azote, tenant compte de la solubilité des précipités spécifiques, 
a fait disparaitre certains désaccords. D’autres désaccords systé- 
matiques persistent aprés cette correction ; leur explication par le 
role des anticorps non précipitants, présents a une concentration 
plus forte dans les sérums de certains animaux, a été discutée. 


SUMMARY 


ANTIBODY TITRATION BY SPECIFIC PRECIPITATION IN GELS. 
COMPARISON OF THE RESULTS WITH THOSE OBTAINED BY NITROGEN 
DETERMINATION IN THE PRECIPITATES. 


Measurement of the penetration of the precipitation zone in 
antigen-antibody reactions in gels (simple diffusion in tubes 
permits antibody titration if certain conditions are fulfilled. Once 
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a calibration curve is established, only one measurement is needed 
for each titration. It is not possible at present to determine by 
this procedure the absolute value of the antibody concentration ; 
the results are expressed in arbitrary units. In the present work, 
the values obtained by titration of antibody in various dilutions 
of an antiserum are inversely proportional to the dilution factor, 
thus demonstrating that the method of titration used is valid. 
The results were compared to those obtained by nitrogen deter- 
minations in the washed specific precipitates. Discrepancies were 
observed, some of which disappeared when the results obtained 
from nitrogen determinations were corrected for the solubility of 
the specific precipitate. Some systematic discrepancies remained 
after this correction ; in this regard, the possible role of non preci- 
pitating antibodies in the sera of certain animals was discussed. 
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ETUDE QUALITATIVE ET QUANTITATIVE 
DU POUVOIR LIPIDOLYTIQUE 
DE 86 SOUCHES DE CLOSTRIDIUM ANAEROBIES 


par M. SEBALD et A.-R. PREVOT (*). 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies) 


INTRODUCTION. 


Le role considérable que jouent les bactéries anaérobies lipido- 
lytiques du sol dans la synthése des pétroles est connu deputs 
longtemps. Cependant, les données concernant les lipases des 
anaérobies sont encore fragmentaires. Ceci tient essentiellement 
a la difficulté de leur mise en évidence : la plupart des méthodes 
de détection des lipases mises au point pour les aérobies sont diffi- 
cilement applicables aux anaérobies, surtout si on désire les 
mettre en évidence a partir de bactéries proliférantes. Plusieurs 
méthodes ont été essayées : inclusion de graisse a un milieu 
gélosé (méthode d’Eijkmann [4}) avait été appliquée aux anaérobies 
par Séhngen [2], les résultats obtenus ont par la suite été contro- 
versés ; l’addition de colorants aux milieux de culture est inuti- 
lisable pour les anaérobies en raison de leurs propriétés réduc- 
trices [3]. Signalons que l'emploi de rouge neutre basique 
(méthode de Knaysi [4]) a cependant permis a Rosenfeld [5] de 
détecter lactivité lipidolytique de bactéries anaérobies présentes 
dans des sables bitumeux, asphaltes, roches pétroliféres et boucs 
marines, et & Rosenfeld et Zobell [6] d’étudier la lipase de Sporo- 
vibrio desulfuricans. Une méthode acidimétrique n’est pas davan- 
tage applicable aux anaérobies en raison de leur production 
dacides volatils, méme en l’absence de glucides. C’est cependant 
par cette méthode que Neill et Fleming [7] et Fleming et Neill 8] 
ont mis en évidence l’existence d’une lipase active sur la tribu- 
tyrine chez Cl. botulinum A et W. perfringens. S’adressant a une 
technique stalagmométrique [9], German [8] .a pu étudier la lipase 
de W. perfringens et Cl. sporogenes. Cette technique, trés pré- 
cise, n’est malheureusement applicable qu’a des bactéries non 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 mai 1960, 
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proliférantes et ne permet pas de sélectionner des bactéries lipido- 
lytiques, & partir d’un prélévement. 

Un progrés considérable a été apporté dans l’étude de celte 
fonction grace a utilisation de tweens, substances hydro- et hpo- 
solubles, qui sont des polyesters du sorbitol et d’acide palmitique 
(tween 40), stéarique (tween 60), ou oléique (tween 80). D’abord 
utilisés pour la mise en évidence de lipases sur matériel bacté- 
rien tué [40], ils peuvent selon la technique de Sierra |44] ¢tre 
incorporés directement au milieu de culture. En présence de chlo- 
rure de calcium, l’acide gras Jibéré par la lipase est transformé en 
son sel de calcium insoluble qui précipite sous forme de cristaux, 
de morphologie spécifique pour chacun de ces sels (fig. 1, a, b, ¢) ; 
lensemble des cristaux forme autour d’une colonie lpidolytique 
un halo visible macroscopiquement. Chaque espéce microhienne 
lipidolytique posséde une spécificité enzymatique rigoureuse lui 
permettant d’attaquer un ou plusieurs tweens (1). 


TECHNIQUE ET RESULTATS. 


Cette technique, en raison de sa simplicité, nous a paru_ parti- 
culiérement intéressante pour |’étude du pouvoir lipidolytique des 
bactéries anaérobies. Les lipases n’ayant été recherchées jusqu ici 
que chez un petit nombre d’entre elles et souvent par une 
technique dinterprétation discutable, nous avons entrepris. la 
recherche de ces enzymes sur 86 souches de collection apparte- 
nant aux diverses espéces du genre Clostridium (et plus particu- 
lierement aux groupes cedemaliens, boulinum et sporogenes). 
Ce sont ces résultats que nous voulons rapporter ici. Nous avons 
pu étudier cette fonction de deux facons: 1° par culture des 
germes sur milieu de Sierra; 2° par diffusion sur ce méme 
milieu de filtrats acellulaires, 


I. — Cultures sur milieu de Sierra. 


TECHNIQUE : Nous avons utilisé le milieu de Sierra lég¢rement modifié : 
peptone, 10 g ; NaCl, 5 g ; CaCl, 0,1 g ; eau distillée, 1000 ml ; ajuster 
a pH : 7,4, ajouter gélose 12 g, précipiter A l’autoclave A 120°, filtrer ; 
ajouter le tween a la concentration finale de 0,5 p. 100. Répartir a 
raison de 4,5 ml en tubes de 8-9 mm ; stériliser 30 min 2 110°. Apres 
régénération, les tubes sont ramenés 2 45°, ensemencés x pipette 
fermée et refroidis pour réaliser un isolement correct. Incuber 2 Be 
pendant un a vingt jours (en raison de l’observation prolongée parfois 


(1) Conformément A la nomenclature proposée par Hoffman, les 
enzymes attaquant respectivement les tweens 40, 60 et 80 seront 
nommeés : sorbitol-palmitase, sorbitol-stéarase et sorbitol-oléase. 
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nécessaire, nous préférons l'utilisation de tubes de 8-9 mm A celle 
également possible de milieux coulés entre couvercle renversé et fond 
de boite de Petri, selon la technique des antibiogrammes). Chaque 
souche est ensemencée sur trois milieux contenant tweens 40, 60 et 80. 
Les tubes sont examinés réguliérement et l’on note la date d’apparition 
du halo autour des colonies lipidolytiques ainsi que l’intensité de la 
réaction. I] est possible de distinguer 4 types de réactions (fig. 2) 

+ + = réaction trés intense généralement précoce (un A qratre 
jours [type Cl. botulinum AJ. 


Fic. 2. — De gauche a droite: Cl. botulinum A (969) sur tween 40, 60 et 80 
(réactions ++). Cl. cauteretsensis (367 B) sur tween 40 (réaction +), Cl. caproicum 
sur tween 40 (réaction +), Cl. cauteretsensis et Cl. caproicum sur tween 80 


(réactions ()). 


+ = réaction positive mais plus discréte, généralement plus tardive 
(type Cl. cauteretsensis). 

+ = réaction douteuse macroscopiquement, nécessitant le contrdéle 
microscopique (Cl. caproicum). 

0 = réaction négative. 


Les principaux résultats sont rapportés dans le tableau I (le pou- 
voir lipidolytique est indiqué successivement pour les tweens 40, 60 
et 80, et est suivi entre deux parenthéses, du temps d’apparition de 


la réaction). 
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Tanteau I. — Pouvoir lipidolytique étudié par cultures des souches 
sur milieu de Sierra. 


Gln Duivricuim: seeitc eer eee 1579 A Pas de culture 
fi GA II 0, 0, 0 
GUS <corallinwinis aoe setae telco. BA II 0, 0, 0 
: ; } CHS Pas de culture 
(BUR MAINO! Genesco deudeccuseogO70C !- Valtee Pind oolbee 
Chevaux + (7) + (7) 020) 
GU, SEPUCONY) Serene eee ae 2192 + (5) + (5) 0 (20) 
Vo DB 0 12) 0 (12) 0 (12) 
Fanoise Os 0520; 
Il 5 (U5 AD 
Gl. cedematiens) Gress rele tel- sete re chevaux 0, 0, 0 
510 0, 0, 0 
669 6, 0, 0 
GE, ibellonensismepemaroeee eee eee 571 K 0; 0 
(Omani conceoronuoocodn obec 666 0, 0, 0 
Cl. cedematis benigni ............. ote: a. to. 0 Qo) 
Gl) ieainogencs mere errr 500 + (12) + (12) 0 (18) 
Cl. Gigas Weer s test ere oreo 611 Pas de culture 
(HR G MONARO socdonuse>conccube ee Ks a aa (8) + (2) 
Legroux ++ 2) ++ Q2) ++ ©) 
\ oe +. ” ++@ ++ @) 
; + (7) ++) + @) 
GU. “‘botwlinwine es eres steerer ye ar sere 969 ey aed) 2h) 
878 Po a) a) 
P 179 ++) ++@ ++@ 
| 25B ++ (1) ++@) ++ 
1740 ++ 2) ++(@) + (10) 
PE ++ 7) ++ @) ++©@ 
1837 ++ 02) +40 ++ @ 
1542 ++ (1) ++) ++ 
Gl botulinunieBur eee ae eee ee 1952 ++ (1) ++ (0) +4+ 
Fill + (4) + (7) 0 (18) 
1504 + ©) + ©) 0(18) 
1687 (1) AT) AS) 
1940 +(4 4+ (4 0(18) 
1652 + (4) + (4) 0 (18) 
{| F3 + (10) + (10) 0 (20) 
| 468 +1). 0) “+ (20) 
\ chat 3 Pas de culture sur tween 40 
Glembotulirius Car eee eee er ( Pas de culture sur tween 80 
+ (14) tween 60 
] Gunnisson Pas de culture 
Willems 0, 0. 0 
. 820 Sev PAy SSaE TE) Oy) 
Cie WOM MUO IDM Somcocoooon sa centc 6F ee a ne ay 
1873 + (10) + (10) +0 (14) 
Glo oojulinum yk, sees cae { P34 +7) +@ + 
( reat + (12) 018) 0 (18) 
; 4 0 (15) + (6) 0 (15 
GUS SPOTOG CICS esa te er Tree ! 334 ees A a a (4) 
2220 0 5) 0 (15) 0 (15) 


Cl. sporogenes var. stavangerensis .. ol ++ (33) ++ () + (5) 
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TagBLeAu I (Suite). 


( 1 + (3) + Q) + (10) 
Clee S OT CCU UE Vat aroretaceistaleretetsrereie ne eee 82 + (3) + (3) + (10) 
2297 + ©) +4 +6) 
1023 + (4) +6) 020) 
T™ + (6) + (6) 020) 
919 + 6) + (6) 0 (20) 
cas | + (6) + ©) 020) 
GUM Dif erMieNUGIUS » Sarto cienles.«olstarerste oe Beerens 1 + (6) + 6) + 6) 
1444 A + (6) + (6) + (19) 
Q147 + (4) + (4) 0.20) 
1977 B + (13) + 20) 00) 
1967 F + (4) + (4) 0 (20) 
Cl. caproicum var. strasbourgensis.. ae Laren eau . 
\ D2QA + (5) + ©) 0 (20) 
: A 46 M +9) + 9) 0 (8) 
CUS COPTOLCUTIUN canto esieietertiets Cee ioreer ne A 462 + (©) + 6) 0(20) 
i 464 +8) +6 0(8) 
365 A + (11) + (11) 0 (20) 
Gils WURURASGORS Gao cdate sone Uusee 367 B + (7) + (1 0 (20) 
368 A + (4) + (8) 020) 
928 B + (14) + (14) 0 (14) 
(Hs CORDONUITD. mootogddn sent Shea ae Ww 0 (15) 0 (15) 0 (15) 
EI 0 (15) 0 (15) 0 (15) 
Glancannojetidtunen eeceeeeneeneee 13 0 (18) 0 (18) 0 (18) 
CUS WORDS gosencead Casomedoods A 39 f 0 (18) 0 (18) 0 (18) 
; age 1992 + 4) ++ @ ++ @ 
Ihe Ditenmven alma teers ore nee 
Cc a terminale .. 1644 + (5) + 6) 0(18) 
CIS WRISLOLY CCUM ae.ayoeel- = he seirsieieete chevaux 0 (20) 0 (20) 0 (20) 
1254 A 0 (18) 0 (18) 0 (18) 
5 LATED vater as scarstiore vers vesscate: atepeceraiere 
gS oa 1826/2 A 0 (18) 0 (18) 0 (18) 
987 0 (20) 0 (20) 0.20) 
GT Ce a a SOR eR on + © +6) 0(18) 
Clic UP ROUOMUMIO cobcodsecnoa donee Ti + (8) 0 (18) 0 (18) 
Discussion. — Cette étude nous permet un certain nombre 
d’observations : 


1° Maleré Ja pauvreté relative du milieu, nous avons obtenu une 
culture positive pour la majorité des souches. Ont cependant fait 
exception les espéces A exigences nutritionnelles plus rigoureuses, 
en particulier les espeéces sérophiles (Cl. gigas, Cl. botulinum C, 
Cl. chauvet). 

2° Les tweens 40 et 60 sont généralement hydrolysés paralle- 
lement par une méme souche, donnant heu a une réaction 
d’intensité comparable. La dégradation du tween 80 est moins fré- 
quente, plus tardive, souvent plus discréte. I] existe donc une 
spécificité enzymatique rigoureuse. 

8° Toutes les souches d’une méme espéce ont le méme équi- 
pement lipasique. Signalons cependant quelques exceptions ° 
existence d’une sorbitol-oléase chez 2 souches sur 9 de Cl. bifer- 


392 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


mentans ; pouvoir lipidolytique faible de quelques souches de 
Cl. botulinum B, Cl. sporogenes. Rarement nous avons observe 
chez une méme espéce la présence de souches les unes positives, 
les autres négatives. (Il faut cependant citer Cl. hemolyticum, Ol. 
botulinum D et E, Cl. fallax). 


4° Nous avons pu confirmer la présence de lipases chez cer- 
laines espéeces : Cl. sporogenes, Cl. botulinum A, W. perfringens. 
Les réactions généralement observées avec W. perfringens sont 
plus faibles que celles données par les deux premiéres espeéces, 
ce qui confirme le fait déja signalé par German : action plus 
intense de W. perfringens sur la tributyrine que sur la trioléine 
(or, le tween 80, ester de sorbitol et d’acide oléique, est beaucoup 
plus voisin de la trioléine que de la tributyrine). 

5° Il a été possible d’étudier le comportement de plusieurs 
espéces dont l’activité lpidolytique est discutée ou méconnue : 

a) Cl. septicum et Cl. chauvei. Existence de sorbitol-palmitase 
et sorbitol-oléase chez Cl. seplicum. Absence de culture de Cl. 
chauvei sur milieu de Sierra. 

b) Groupe cedematiens-hemolyticum. Le facteur « de la toxine 
de Cl. cedematiens, responsable du phénoméne de la zone perlée, 
est considéré par Van Heyningen [12] comme une lipase. 

D’aprés Oakley et Warrack [43] seul Clostridium cedematiens 
type D (= Cl. hemolyticum) posséderait une lipase. D’aprés 
Willis [45] Cl. adematiens type A posséde une lipase active sur la 
tributyrine et donne une zone perlée sur gélose au jaune d’ceul ; 
ces mémes réactions sont négatives avec le type B; ce dernier 
auteur n’a pas étudié Cl. hemolyticum. Par culture sur milieu de 
Sierra, nous n’avons pu mettre en évidence de lipase que pour une 
souche de Cl. hemolyticum (souche historique). Une autre souche 
était négative ainsi que 6 souches de collection de Cl. cedema- 
fiens (cultures trés pauvres). Pensant qu il s’agissait peut-étre 
d’une enzyme plus spécifique, active seulement sur une graisse du 
jaune d’ceuf, nous avons cultivé Cl. cedematiens sur un milieu 
type Sierra, dans lequel le tween a été remplacé par la fraction 
lipidique du jaune d’ceuf, extrait selon la technique de 
Chargaff [44]. Nous n’avons pas pu ainsi déceler de lipases. 

Signalons, par contre, Vactivité lipidolytique sur milieu de 
Sierre de deux espéces voisines : Cl. edematis benigni et Cl. toxi- 
nogenes. 


c) Cl. botulinum. Neill et Fleming ont montré que Cl. botu- 
linum A posséde une lipase active sur la tributyrine, inactivée par 
la chaleur, présente aussi bien dans l’extrait bactérien obtenu 
apres 100 congélations et décongélations successives que dans un 


filtrat de culture jeune. Ces auteurs en concluaient a l’existence 
@une exoenzyme. 
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Sur dix souches de collection de Cl. botulinum A, nous avons 
pu mettre en évidence l’existence de sorbitol-palmitase, sorbitol- 
stéarase et sorbitol-oléase, donnant lieu A des réactions intenses 
et précoces, positives en douze a dix-huit heures. 

Nous avons recherché les enzymes sur les autres types toxi- 
nogénes et avons constalé la perte progressive de cette fonction 
enzymatique d’un type a l’autre : 


d) Type B. Six souches donnent une réaction aussi intense et 
précoce que le type A; une souche donne une réaction plus 
discréte et plus tardive sur les 3 tweens ; cing souches possédent 
seulement des sorbitol-palmitase et sorbitol-stéarase. 


e) Types C, D et E. Leur action est faible et inconstante sur 
les tweens 40 et 60 (une souche de Cl. botulinum E (P 34) pos- 
sede cependant ces trois enzymes. 

L’activité lipidolytique est sans rapport avec le pouvoir toxino- 
géne de ces souches. 

L’addition de tween 60 au milieu VF augmente sensiblement le 
taux de croissance de Cl. botulinum A mais n’augmente pas le 
titre final de toxine. (La concentration maxima est seulement 
atteinte de fagon plus précoce ; quatri¢me au leu du huitieme 
jour). 

[) Groupe sporogenes. Si l’existence d’une lipase chez Cl. sporo- 
genes est bien connue, sa présence chez les espéces voisines est 
douteuse ou méconnue. I] est classique d’admettre existence 
d’une lipase chez Cl. bifermentans depuis le travail de Kendall 
et coll. [46]. En fait, ces auteurs notent seulement l’augmentation 
de Vacidité titrable du lait sous ]’influence de ce germe, en dépit 
de son absence de fermentation du lactose et suggérent pour 
l’expliquer deux hypotheses : fermentation d’une petite quantité de 
glucose dans le lait, ou hydrolyse des graisses du lait avec fer- 
mentation secondaire du glycérol hbéré. German n’a pu mettre 
en évidence de lipase active sur la tributyrine dans le liquide de 
culture de Cl. bifermentans, méme aprés concentration par 
absorption sur alumine. Les germes isolés auraient cependant 
une faible activité lipasique, surtout aprés lavages prolongés. 
D’aprés Willis [45] Cl. bifermentans est inactif sur la tributyrine. 

Par cultures sur milieu de Sierra de 9 souches de Cl. bifer- 
mentans, nous avons décelé dans tous les cas des enzymes 
actives sur tween 40 et tween 60 (2 souches seulement possédaient 
une sorbitol-oléase). Les réactions constatées sont généralement 
assez discrétes et difficiles & observer parce que rapidement 
diffuses (enzymes trés diffusibles). 

Plusieurs espéces de ce groupe possédent également des lipases 
actives sur tweens 40 et 60: Cl. sporogenes var. stavangerensis, 
Cl. sordellii, Cl. caproicum, Cl. cauteretsensis, Cl. subterminale 
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(Cl. subterminale et Cl. sporogenes var. stavangerensis possédent 
en plus une sorbitol-oléase). 

Au contraire, Cl. aerofawtidum, Cl. carnofetidum, Cl. hasti- 
forme, Cl. histolyticum, Cl. regulare ne possédent pas de lipases. 

Cette méthode donne donc dans la majorité des cas des résultais 
satisfaisants d’interprétation aisée. Mais, en raison de l’absence 
de cullure de certains anaérobies sur ce milieu, et de l’interpreé- 
tation difficile des réactions diffuses ou discrétes parfois observées, 
il nous a paru intéressant de la compléter par une technique de 
diffusion en milieu gélifié. Cette derniére méthode semblait, par 
ailleurs, seule permettre de préciser certains caractéres des 
lipases : s’agit-il d’exo- ou d’endo-enzymes, d’enzymes adaptatives 
ou constitutives ? Quel est le rdle de la composition du milieu sur 
Vinduction enzymatique ? 


II. — Diffusion de filtrats acellulaires sur milieu de Sierra. 


Technique : On ensemence le germe étudié sur divers substrats : 
eau peptonée (Ep) a 1 p. 100 additionnée ou non de glucose (1 p. 100) 
ou de tween 60 (1 p. 100), milieu VF additionné ou non de glucose et de 
tween aux mémes concentrations. Aprés des temps de culture variables, 
ces divers milieux sont filtrés sur bougie L3. L’extrait acellulaire est 
ensuite déposé stérilement sous un volume de 0,2 4 0,4 ml dans des 
cupules préalablement découpées dans un milieu de Sierra coulé en 
boites de Petri. L’existence d’une lipase dans le filtrat de culture se 
traduit au bout d’un temps variable (six 4 quarante-huit heures) par 
Vapparition d’un halo de cristaux autour des cupules (fig. 3 a et b). En 
utilisant des boites contenant tweens 40, 60 et 80, il est possible de 
détecter les trois enzymes correspondants. 

Aprés diffusion du liquide initialement placé dans une cupule, en 
cas de réaction négative ou douteuse, on peut déposer 4 nouveau, une 
méme quantité de filtrat, ce qui augmente la sensibilité de la méthode 
et permet la détection de lipases présentes 4 une trés faible concen- 
tration. En aucun cas, nous n’avons observé de réactions positives avec 
les milieux témoins, méme aprés diffusion de quantités supérieures 
a 1 ml par cupule et incubation prolongée des boites (dix jours a 37°). 


R&ESULTATS. 


Cette technique n’a encore été appliquée qu’A un petit nombre 
de souches (tableau II). Nous avons pu ainsi : 


1° Vérifier que Cl. sporogenes et Cl. botulinum A posseédent des 
exo-enzymes. 


2° Constater chez Cl. botulinum A (tableau III) que ces 
enzymes ne sont décelables que dans des filtrats de cultures 
réalisées en eau pepltonée (glucosée ou non). Nous n’avons, au 
contraire, jamais pu les mettre en évidence pour ce méme germe 
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Fic. 3a et 3b. — Cl. botulinum A (969) diffusion sur milieu de Sierra (contenant 

respectivement tween 40 et tween 80) de filtrats sur L3 réalisés a partir de milieu 

VF, VF + tween 60, eau peplonée + tween 60 (réaclions négalives) et d'eau 
peplonée (réaction +). 


396 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


a partir de cultures en milieu VF (additionné ou non de glucose 
ou de tween), ou en eau peptonée additionnée de tween. Chez 
Cl. sporogenes, la réaction trés précocement positive a partir du 
filtrat d’une culture de dix-huit heures en eau peptonée est seu- 
lement faiblement positive A partir de milieu VF (tableau III). Il 
est donc possible par cette méthode de confirmer chez Cl. botu- 
linum A et Cl. sporogenes existence d’exolipases et de préciser 


Tasreau II. — Présence de lipases dans des filtrats de cultures 
réalisées sur divers substrats. 
Souches : eau peptonée ; milieu VF feau_peptonée 1 milieu VF ; 
5 pep 40,5% tween 60:+0,5% tween 60) 
Peseta ata se ae a ee, ee 
: t S : 
Cl. botulinum A  t +, +, +# : ie} t ie) : 0 
969 : t 3 3 
Cl. botulinum B : +, +, +, : ce) : +, +, 0 : ° 
25 B $ 3 
Cl. botulinum B APES : 0 : 0 : 0 
1652 3 H t 
Cl. cauteretsensis: + ont, 0 H 0 : (0) : (0) 
367 B : : : ; 
Cl. sporogenes : +, +, + : sy (0) : 0 : ie) 
334 : : : 
------------------- +-------- +--+ $$ - $$ $e ee 5 
Cl. hemolyticum : +, 4, 0 z +, +, 0 H ie} 3 ie} 
souche historique : 3 : 
Cl. subterminale : fo) t +, +, 0 : ie) : +, +, 0 
1992 : : 3 3 
Cl. sordelli 1 : 0 per e A aee aaa 
Cl. bifermentans : (1 j)0 - : Qo: Ago: Q ee 
1961 F 3 (203) 4, 4, 0 ¢ 103) 0 : 10j)0 : (2103) 0 
Cl. oedematiens : (1 4) 0 : 2,9} 9 Eee Hos Ro * 
segichs 1h :_(203) +. +) Ot (203) 0 + (203) 4,0 203) 0 
W. perfringens : (1 j) 0 : (1 3} 0,+,0% ) pu 1G 3} +,+,0 
souche Mayer : (103) 0 : (5,10j) +,+,03 3(5y10j)+, ++,0 
Cl. septicum yo : 0 ct Oop ee ok 
{ souche Chevaux : 3 2 : 
Cl. hastiforme : : o ane a on : ie} pane 0 iene 
oh) e5 : : : aks 
( : : ‘ : 


* Réactions observées respectivement sur les tweens 40, 60 et 80. 


que ces enzymes sont constitutives. Leur formation, excellente 
dans un milieu pauvre (eau peptonée), est, en milieu VF, nulle 
pour Cl. botulinum A, trés faible pour Cl. sporogenes. Ces faits 
sont a rapprocher des observations de Peters et Nelson [17] (role 
inhibiteur de la lipase de Mycotorula lipolytica par 0,05 p. 100 
de glucose), de Nelson [48] (diminution de l’activité lipasique de 
Geotrichum candidum en présence d’hydrates de carbone et 
d’acides organiques) et de Cutchins et coll. {49} (réle inhibiteur du 
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Tasreau Ill. — Détection a l’aide du milieu de Sierra des lipases 
présentes dans des filtrats de culture. 


Cl. sporogenes (334) 
Ep (24° h) 
Ep glucosé (24© h) 


‘O(6h) ++(24h) 
0(6h) ++(24h)! 


+(6h) ++(24h) : +(6h) ++(24n) 


+(6h) ++(24h) 


+(6h) ++(24h) 


( 
Milieux de cultures : Tween 40 : Tween 60 : Tween 80 
Se se ee eee Seo nee ae ee ese SE Se 
Cl. botulinum A (969) : : : 
Ep (18 h ou 4 3) » ++ (24 hn) Su eeE (24nt) EEF (o4ah) 
Ep + glucose 1% : ++ (24 h) 5 ae (Oy Im) 2 44 (24°h) 
Ep + tween 60 1% : 0 : 0 : ) 
VF (24 h ow 4 j) non glucosé : (0) () : 0) 
| VF glucosé : 0 0 a 0 
VF glucosé + tween 60 5 (0) e) : Vv) 
Témoins Ep (+ gluc., + tween) (0) 0) : (0) 
VF (+ gtuc., + tween) (0) (0) : 0) 
: 
: 
: 


t 
VF glucosé (24° h) ae 0(6n) +(24h) 1 0(48h) 
1% = t 
VF ae + tween 60 (24° h) (0) (0) : (0) 
1 2 
i TT ee ee ee ei ae : : 
Témoins Ep (+gluc., + tween) (0) : () : (0) 
) VF (#gluc., + tween) : (0) : fe) ‘ ) 
: z : 
Cl. cauteretsensis (367 B) : 5 2 
t is t 
Ep (48° h) : aC eee + (4) : 0 (5) 
5 iA 2 
VF (48° h = 10° 3) : 0) : 0) : 0 
VF + tween 60 (48° h - 10° j) : 0 : 0 : 0 
-----------~-----------------— p-------—------- * —---—---- ------ 1-------------- 
t rs t 
Témoins $ 0) : (0) : (e) 
: : : 
W. perfringens (Souche Mayer) : ; : 
Ep ( 24° h — 10° j) : ) , ) : ) 
Ep glucosé (24° h - 10° 3) : ) : ) ) 
3 ° 
Ep + tween 60 (24° h - 10° j) : 0 ; ) meee aw 
VF glucosé (24° h) : ) : + (3) : 0 
: 3 
VF glucosé + tween 60 (24° h) : + (3) : + (3) : O (3) 
3 2 
VF non glucosé +tween 60 (24°h) (3) : + (3) : at 
(Jt os I ee a EE EEE 9 anes SS ee Pick gear pe ee, me 
Témoins Ep (+ gluc., + tween) : 0) : 0) : 0 
VF (+ gluc., + tween) : ) ; 0) : 0) 
ee 
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glucose et du glycévol sur la lipase de Ps. fluorescens). L’absence 
de lipase décelable dans le filtrat de cullure en eau peptonée 
additionnée de tween 60 est probablement due au fait que les 
tweens ne filtrent pas a travers les bougies L3 et que |’enzyme, 
en raison de sa grande affinité pour le substrat, est retenue 
au méme niveau. (Cette réaction paradoxalement négative est 
d’ailleurs seulement observée avec des germes fortement lipido- 
lytiques). 


3° Confirmer l’existence de sorbitol-palmilase et sorbitol-stéa- 
rase et labsence de sorbitol-oléase chez Cl. cauteretsensis et pré- 
ciser qu’il s’agit d’exo-enzymes constitutives décelables seulement 
apres culture en eau peptonée. La zone de précipitation observée 
autour des cupules est beaucoup moins intense avec ce germe 
qu’avec Cl. botulinum A, comme pouvaient le laisser supposer les 
halos également plus discrets observés autour des colonies. 


4° Confirmer Ja présence de lipases actives sur tween 40 et 
tween 60 chez Cl. hemolyticum (souche historique) : 1] s’agit d’exo- 
enzymes constitutives existant tant en eau peptonée qu’en 


milieu VF. 


5° Déceler une faible mais indiscutable activité lipasique pour 
Cl. cedematiens dans un filtrat d’une culture de dix jours en eau 
peptonée simple et surtout additionnée de tween. (Cetle activité 
na pu étre observée par culture sur milieu de Sierra en raison 
de sa trés faible croissance sur celui-ci). Cl. a@dematiens est 
dailleurs la seule espéce ayant donné des résultats divergents 
par ces deux techniques (2). 


6° Confirmer l’absence de lipases chez Cl. hastiforme. 


7° Confirmer l’existence de lipases actives sur les tweens 40 
et 60 chez Cl. bifermentans : il s’agit d’exo-enzymes décelables 
seulement sur filtrats de cultures de dix jours en eau peptonée. 


8° Constater chez W. perfringens (souche Mayer) l’existence 
d’exolipases décelables sur cultures de vingt-quatre heures en 
milieu VF glucosé ou non glucosé. I existe des lipases consti- 
tutives mais qui donnent leu a des réactions discrétes; au 
contraire, les filtrats de cultures en milieu VF additionné de 
tween 60 donnent leu a des réactions plus fortement positives 
(culture de vingt-quatre heures, et surtout plus agées (cing a dix 
jours). Il s’agit donc d’exo-enzymes surtout adaptatives, actives 
seulement sur tween 40 et 60. Ceci explique peut-étre la diver- 
gence entre ces résultats et ceux obtenus par divers auteurs [8, 3] 


(2) Le fait que la réaction n’est positive qu’avec un filtrat de culture 
gée permet de penser qu’il pourrait s’agir d’endo-enzymes libérées 
secondairement par lyse microbienne. 
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qui concluaient 4 l’existence chez W. perfringens d’endolipase : 
or, ils avaient recherché cette enzyme partir de milieu ne conte- 
nant pas de corps gras et s’étaient uniquement attachés a la 
détection de tributyrase et trioléase. 


CONCLUSIONS. 


La recherche de lipases chez les bactéries anaérobies sur 
milieux aux tweens peut étre faite par culture des germes sur 
milieu de Sierra ou par diffusion sur ce milieu de leurs filtrats 
acellulaires. Ces deux méthodes donnent des résultats paralléles. 
La deuxiéme méthode ne permet pas de déceler les endo-enzymes 
(Cl. septicum), mais a l’avantage de permettre une étude plus 
complete de cette fonction enzymatique et d’étre la seule utilisable 
pour les germes ne cultivant pas ou cultivant mal sur milieu de 
Sierra, Elle est, dans ce dernier cas, d’une sensibilité plus grande 
(Cl. cedematiens). Les exolipases des anaérobies peuvent donner 
lieu 4 deux types de réactions : 


1° Réactions précoces, généralement intenses, dues a des 
enzymes constitutives (Cl. botulinum A et B, Cl. sporogenes, Cl. 
hemolyticum, Cl. cauteretsensis, Cl. subterminale), Leur présence 
est décelable dans des filtrats de cultures réalisées en l’absence de 
tween. 


2° Réactions tardives et plus discrétes, dues a des enzymes 
présentes en faible quantilé, se formant lentement, surtout adap- 
tatives (Cl. cedematiens, Cl. bifermentans, W. perfringens). 


SUMMARY 


QUALITATIVE AND QUANTITATIVE STUDIES ON THE LIPOLYTIC CAPACITY 
or 86 sTRAINS OF ANAEROBIC Clostridium. 


The demonstration of lipases in anaerobic bacteria on tween 
media can be carried out by culturing the germs on Sierra’s 
medium, or by the study of the diffusion of acellular filtrates on 
the same medium. Both methods yields comparable results. The 
second one does not permit to demonstrate the endo-enzymes 
(Cl. septicum), but allows a more complete study of this enzymic 
function, and is alone fit to the study of germs which do not 
erow on Sierra’s medium, In this last case, it is more sensitive 
(Cl. cedematiens). 

The exolipases of anaerobic germs may yield two types of 
reactions : 


1° Early reactions, which are generally intensive, and due to 
constitutive enzymes (Cl. botulinum A and B, Cl. sporogenes, Cl. 
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hemolyticum, Cl. cauteretsensis, Cl. subterminale). They can be 
demonstrated in culture filtrates in the absence of tween. 


2° Late and more discrete reactions, due to enzymes which are 
present only in small amounts, appearing slowly and being 
chiefly adaptives (Cl. cdematiens, Cl. bifermentans, W._ per- 
[ringens). 
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LA PANDEMIE DE GRIPPE A2 DE 1957. 
SES CARACTERISTIQUES ET SON EVOLUTION 
EN FRANCE 


par G. CATEIGNE, B. FAUCONNIER, M. THIBON 
et Cl. HANNOUN (*) 


(avec la collaboration technique de P. PLONQUET et G. GALLAND) 


(Centre National de la Grippe, Institut Pasteur) 


Pendant la période interpandémique située entre la pandémie 
de 1918 et celle del957, a partir du moment ot le virus grippal 
de type A a été isolé en 1933, on a observé que celui-ci circule 
constamment dans les différentes parties du globe. Changeant de 
temps en temps une partie de sa structure antigénique, probable- 
ment sous l’action des anticorps formés contre les antigénes domi- 
nants des souches actives, 11 donne un nouvel antigéne dominant, 
la souche initiale disparaissant, qui suscile alors une vague 
épidémique qui est en général saisonniére. 

L’épidémiologie des véritables pandémies est trés différente 
des vagues épidémiques saisonniéres. La véritable pandémie 
prend naissance dans une certaine partie du monde, elle s’étend 
trés rapidement d’une contrée a l'autre, & une vitesse corres- 
pondant a l’échange des trafics (air, mer, fer), sans égard aux 
influences climaltiques ou saisonniéres, présentant une mortalité 
élevée, spécialement chez les sujets 4gés de moins de 40 ans. Les 
pandémies de 1889, de 1918-1919, et celle de 1957 ont pris nais- 
sance en Chine, 

Lorsqu’une pandémie éclate, on doit tout de suite penser a 
une modification antigénique trés importante du virus, car il ne 
suffit pas d’affirmer l’étiologie grippale d’une infection, il faut 
aussi déterminer la valeur antigénique du virus en cause et ses 
caractéristiques. 

Les réactions de fixation du complément ont mis en évidence, 


(*) Manuscrit recu le 22 avril 1960. 
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dans les virus A2, la présence d’un antigéne soluble de méme type 
que celui des souches de types A. Par contre, les réactions 
croisées d’inhibition d’hémagglutination ont montré que le 
virus A2 a une structure antigénique de surface tout a faut 
distincte de celle des virus de type A et Al isolés de 1933 a 1956. 

L’épidémie de grippe asiatique a fait son apparition en France 
au début du mois de septembre. A cette époque, seuls quelques 
cas sporadiques ont été observés et les premiéres souches isolées 
le furent de sujets venant de l’étranger. La région parisienne fut 
alteinte au cours du mois de septembre, les premiers cas identifiés 
ont été dans une base aérienne de Seine-et-Oise, ot le personnel 
sur le terrain fut en grande partie touché. 


L’épidémie ne commenea a s’étendre que vers la fin du mois de 
septembre, les départements de la région du Nord, du Nord-Est 
et de la Seine, furent les premiers atteints, sans bien définir la 
porte d’entrée. Il semble que l’épidémie soit venue d’ Angleterre. 
Trés rapidement les foyers se sont étendus a toute Ja France, avec 
toutefois un certain décalage. A la fin du mois d’octobre, le pays 
entier était touché. La pointe, pour Paris et la région parisienne, 
se siltue entre le 25 septembre et le 20 octobre ; assez rapidement 
la courbe fut décroissante. Les collectivités, écoles, lycées, usines, 
furent particulicrement touchées, mais trés peu d’établissements 
fermérent leurs portes. La vie économique du pays n’a pas été 
perturbée, l’activité des transports en commun, par exemple, n’a 
pas été modifiée, aucun arrét grave n’a été signalé. 

D’apres les chiffres officiels, 20 p. 100 environ de la popu- 
lation ont été atteints ; ce pourcentage est nettement inférieur a 
celui enregistré lors des derni¢res épidémies, entre autres celles 
de 1948-1949 et 1951-1952. Toutefois, il ne faut pas oublier que la 
déclaration des infections grippales n’est pas obligatoire en 
France. 

Le Ministére de la Santé (Direction de l’Hygiéne Publique) nous 
a fait parvenir le nombre des cas de grippe déclarés en milieu 
scolaire du 4 octobre au 28 novembre 1957; il se monte Aa 
307 555 cas sur une population scolaire d’environ 8 millions 
d’éléves, soit 44,9 p. 100; 53 décés ont été enregistrés, soit 
0,0066 p. 100. 


Dans la fonction publique, l’effectif atteint a été environ de 
20 p. 100. 


Le nombre de décés par grippe enregistrés au cours des trois 
derniéres années se chiffre a : 


2992 pour l’année 1955, 
4109 pour l’année 1956, 
11 714 pour l’année 1957. 
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L’état comparatif des décés par grippe, au cours du dernier 
trimestre des années 1956 et 1957 s’établit comme suit : 


OCTOBRE NOVEMBRE DECEMBRE 
W95Gyc0. 2 ees 61 164 304 
NONI Sree, deserts 1 676 3 599 2 606 


Le nombre des décés attribués 4 la grippe pendant les trois 
derniers mois de l’année 1957 et répartis suivant les régions peut 
étre schématisé par la figure 1, qui témoigne de l’invasion épidé- 
mique par le Nord. 


ISOLEMENT DE SOUCHES. 


Echelonnés sur trois mois, 218 essais d’isolement de souches 
ont été praliqués, & partir soit de lavage de gargarisme, de sang, 
de L. C.-R., soit, dans les cas de décés, d’organes prélevés post 
mortem. Les résultats positifs n’ont été obtenus qu’a partir de 
prélévements de gorge ou de broyat de poumon, ce qui ne signifie 
pas que le virus fat localisé seulement dans le rhino-pharynx ou 
le poumon. Les conditions dans lesquelles sont effectués les pré- 
Jévements interviennent considérablement. I] faudrait pouvoir pra- 
tiquer Vessai d’isolement, aprés le prélévement, dans des délais 
beaucoup plus rapides que ceux qui sont appliqués normalement. 
Certains chercheurs ont pu isoler le virus grippal de L. C.-R., 
du sang, du bulbe et méme des selles. 


Sur les 218 essais tentés, 106 nous ont donné des résultats 
positifs. Les souches obtenues provenaient de toutes les régions 
de France ; elles ont été identifiées par réactions croisées d’inhibi- 
tion de l’hémagglutination avec les souches et sérums standards 


envoyés par l’O. M. S. Toutes se sont montrées du type A2 asia- 
tique. 


EXPERIMENTATION SUR L’ ANIMAL. 


La souris ne s’est pas montrée directement sensible 4 la souche 
asiatique. Plusieurs passages par aérosols ont été nécessaires 


pour obtenir l’adaptation, et cette adaptation se maintient diffi- 
cilement. 


Le furet, inoculé par voie nasale, présente un syndrome grippal 
avec toutes ses caractéristiques. La maladie évolue vers la gué- 
rison la deuxiéme semaine aprés |’inoculation. 


_Le pore ne s’est pas montré sensible d’emblée a la souche asia- 
tique humaine, inoculée directement, sans passage préalable sur 
ceuf embryonné. Les résultats partiels obtenus apres trois pas- 
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sages n'ont pas permis de conclure ; cette expérimentation, faite 
en collaboration avec M. Jacotot et M. Virat, n’a pu étre pour- 
suivie, en raison du manque d’animaux neufs a Pépoque. 


EXAMENS SEROLOGIOUES. 


Les examens sérologiques ont été pratiqués pour 2 536 malades, 
correspondant 4 4441 sérums, sur une période échelonnée du 
début du mois de septembre 1957 4 la fin du mois de février 1958. 


Des dépistages ont été faits systématiquement a l'aide de la 
réaction de fixation du complément et la détermination du type 
de souche a été effectuée par la réaction d’inhibition de ’hémagelu- 
timation. Une publication plus détaillée sur les résultats obtenus 
a Vaide de ces deux réactions sera faite ultérieurement : elle 
portera sur l’ensemble d’un travail qui groupe les années 1957, 
1958 et 1959, ainsi que l’étude comparative qui a été faite, sui- 
vant la technique de Smorodintsev, et qui apporte plusieurs modi- 
fications a la réaction d’inhibition de l’hémagglutination. 

Les résultats sérologiques obtenus de septembre 1957 a février 
1958 se répartissent de la fagon suivante (tableau I) : 


TasLEau I. 
ee ee 
4 1 Nombre} Réac tions} Réaotions| Réactions | Syndromes | Syndromes} Syndromes | 
! H de | positives! positives! négatives| pulmo- | nerveux | divers 
r Imaladest Souche A Souche B! ! naires ! | 
: H 1ASiatique; (Bon) 1 | 1 
— pn Joe ee 
ees | 
!Sept-Oct. | ! ! \ yout ! H 1 
4. 11957 816 | 43,257 | 0,36% 56, 35% 44% 19, 4% 46, 4% 
H | I 
| Nov-Déo. | | ! | | H \ 
WEEE | 890 | 42% 4 One 3! cues IP these |) site 1 43,5% | 
Ves | 
; Jan-Fév. | 1 ! ! 1 p H 2 | . | 
1 1958 | 820 ! 26,59 ! Genie teres te Ati | 25,8% | 
i oes 


Nous n’avons pas obtenu de résultats positifs chez les nourris- 
sons de moins de six mois; mais nous n’avons pas effectué la 
réaction de fixation du complément avec un antigéne soluble de 
type A2, celui que nous avons utilisé était Vantigéne soluble 
obtenu 5 partir de la souche A PR8. Quant la réaction de Hirst, 
elle est difficilement interprétable chez le nourrisson de moins 
de 6 mois. 

De 6 mois a 2 ans, on note 25 p. 100 de résultats positifs ; de 
2 ans a 19 ans, 40 p. 100; de 19 ans a 70 ans, 40,4 p. 100. 

Au dela de 70 ans, on note 50 p. 100 de résultats positifs, mais 
les cas sont trés peu nombreux. 
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Les principales complications observées sont : 


I. Les hémorragies. Elles sont trés fréquentes, surtout en 
période de convalescence et comportent : 
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Plusieurs cliniciens ont signalé la fréquence d’hémorragies chez 
leurs malades. Toutes n’ont pas été contrdlées par les examens 
de laboratoire. 


II. Formes nerveuses. I] faut surtout noter les méningites lym- 
phocytaires curables, des convulsions chez les enfants. On reléve 
Cin. OWNS € 
encéphalites, 
paralysies faciales, 
troubles labyrinthiques, 
élats subcomateux, 
paralysie récurrentielle, 
polynévrite, 
syndrome de Guillain et Barré, 


mae TW WO 


pour lesquels les réactions sérologiques ont été positives et aucun 
autre agent étiologique n’a pu élre déterminé. 


III. Syndromes divers. Ce sont surtout des fiévres prolongées 
sans signe de localisation, des diarrhées fébriles. On a observé : 
cas de splénomégalie, 
cas de péricardite isolée, 
cas d’otite, 
cas d’angine, 
cas de laryngite, 
cas de parotidite unilatérale supposée ourlienne, 
cas de pancréatite, 
cas de cirrhose décompensée au cours de |’ épisode erippal. 


pet pay je Ce) FO) WL TSN Gp) 


Nous avons vu que l’épidémie a décru rapidement ; la morbidité 
a persisté jusqu’au mois de février 1958. 
_Les réactions sérologiques, effectuées au cours des mois se 
situant apres l’épidémie ont montré que la population possédait 
’ . ¢ . : 
peu ou pas d’anticorps vis-a-vis de la souche A2. Nous n’avons 
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done pas eté étonnés de voir apparaitre une nouvelle pouss¢ée 
épidémique pendant Vhiver 1958-1959. En réalité, nous avons eu 
une épidémie de grippe du type B qui est apparue au début du 
mois de janvier 1959, qui dura environ deux mois, puis a la fin 
du mois de février une nouvelle vague épidémique, cette fois de 
type A2, confirmée par l’isolement de souches et par la réaction 
d’inhibition de l’hémagglutination. Voici les pourcentages de cas 


de grippe obtenus a partir des résultats sérologiques. 


\ 72 % négatifs 
Janvier, février 1959 (442 malades).. eae ce ees 2 
/ 4 % de grippe A2 
2% de grippe Sendai 
61 % négatifs 
\ 31 % de grippe A2 
} 7 % de grippe B 
\ 1% de grippe Sendai 
70 % négatifs 
stg ER ten ee 27 % de grippe A2 
Mai, juin, juillet (295 malades).... 1 e a oe B 


2% de grippe Sendai 


Mars, avril (8317 malades).......... 


Nous voyons que cette vague s’est échelonnée jusqu’au début 
du mois de juillet. Mais, cas plus exceptionnel, une autre poussée 
de grippe du meme type est apparue dans toute la France au 
début du mois de janvier 1960. Les isolements de virus, pratiqués 
a partir de prélévements recus de la province et de Paris, nous 
ont donné 10 souches toutes de type A2 asiatique ; celles que nous 
avons eu a identifier, qui ont été isolées a l'Institut Pasteur de 
Lille, se sont montrées du méme type. 


Les réactions sérologiques pratiquées sur les sérums de malades 
nous ont donné : 


Pour le mois de janvier 1960 : 
216 sérums, dont 179 négatifs, soit 83 p. 100; 33 positifs en A2, 
soit 15 p. 100; 4 positifs en B, soit 2 p. 100. 


Pour le mois de février 1960 : 
444 sérums, dont : 318 négatifs, soit 72 p. 100; 111 positifs 
en A2, soit 25 p. 100; 15 positifs en B, soit 3 p. 100. 


Pour le mois de mars 1960 : 


370 sérums, dont : 283 négatifs, soit 77 p. 100; 79 positifs en 
A2, soit 21 p. 100; 8 positifs en B, soit 2 p. 100. 


Cette épidémie est en nette régression, mais elle n’est pas encore 
complétement éteinte. Cette année, les vieillards ont semblé plus 
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touchés qu’en 1957 et 1959; nous n’avons pas encore établi de 
statistique par syndromes ; ils paraissent & peu prés les mémes 
que ceux observés les deux hivers précédents. 


Nous pouvons admettre maintenant qu’au moins 50 a 60 p. 100 
de la population ont fait une grippe de type Ag. 


VACCINATION. 


Au début de septembre la vaccination a pu étre effectuée avec 
un vaccin bivalent souches APRS et souche A2 Singapour pré- 
paré dans notre laboratoire ainsi qu’a Annexe de La Roche- 
Beaulieu ; elle a donné des résultats satisfaisants. 


Commencées a un faible rythme a la fin du mois de septembre, 
les premiéres vaccinations ont été pratiquées sur les poliomyé- 
litiques sous respiration artificielle, ainsi que sur le personnel 
hospitalier soignant ces malades, 4 ’hépital Claude-Bernard, dans 
le service du professeur P. Mollaret; & Lyon, dans le service 
du professeur Sédallian. Aucune grippe n’a été signalée parmi 
les vaccinés. L’Annexe de La Roche-Beaulieu, dés la fin du mois 
d’octobre, fabriquait du vaccin 4 la cadence d’environ 80 000 doses 
par mois, mais la poussée épidémique ayant été trés fugace, peu 
de personnes ont jugé bon de se faire vacciner a partir du mois 
de novembre. 


Le controle de la valeur antigénique du vaccin a été fait sur 
une série de vaccinés, dans une collectivité fermée, en collabora- 
tion avec le professeur Melnotte de Nancy, avec trois préléve- 
ments de sang, le premier effectué avant la vaccination, le second 
un mois aprés la vaccination et le troisiéme environ trois mois 
aprés; les réactions de fixation du complément, d’inhibition 
d’hémagglutination et de neutralisation sur ceuf embryonné ont 
été effectuées sur chacun de ces sérums. Les résultats obtenus 
ont été publiés en décembre dernier, la vaccination s’est montrée 
nettement efficace. 


Une autre expérimentation est en cours dans un hépital-hospice 
de province avec le vaccin tétravalent que nous avons mis au 
point en 1959, ol nous avons pu déja juger de son efficacité, la 
vaccination ayant été terminée avant l’apparition de la nouvelle 
vague épidémique de type A2 qui a sévi au mois de janvier de 
cetle année. Si la protection n’a pas été compléte, les grippes 
observées chez les sujets vaccinés ont été bénignes et aucun cas 
mortel n’a été relevé ; il n’en a pas été de méme chez les témoins, 
tous sujets agés, ot le pourcentage de grippés a été beaucoup 
plus élevé et ot la mortalité a atteint un chiffre important. Cette 
expérimentation sera publiée ultérieurement. 
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PREPARATION D’IMMUNSERUMS DE CHEVAUX 
A PARTIR DE LA SOUCHE DE VIRUS GRIPPAL A2 1957. 


A la suite des résultats publiés par le professeur A. A. Smoro- 
dintsev sur la valeur thérapeutique des immunsérums de chevaux, 
nous avons préparé un antisérum A2,. Ce sérum a été puritié 
partiellement a 1|’Institut Pasteur de Garches dans le service de 
M"* Amoureux. Les contréles de concentration, d’efficacité et de 
stérilité ont été effectués dans notre laboratoire, le sérum a été 
conservé lyophilisé, sans aucun antiseptique. 

Son pouvoir inhibiteur était: # 1/10 000. 

Ce sérum avait été préparé en vue de servir a une thérapeutique 
éventuelle, en cas de grippe sévére, de sidération par exemple. 

L’expérimentation faite, par aérosols, sur la souris, A la suite 
de Vinoculation de la souche A2 asialique adaptée, tuant l’animal 
dans un délai de sept a huit jours, n’a pas donné les résultats que 
nous espérions. 

Il faut noter cependant que le traitement effectué sur lanimal, 
qui présente 4 ce stade de la maladie des lésions pulmonaires 
trés importantes, ne peut pas correspondre a celui que |’on appli- 
querait 4 un malade présentant une sidération due a un état hyper- 
toxique qui évolue dans les premiéres quarante- -huit heures de la 
maladie et chez lequel les lésions organiques ne sont pas encore 
établies. Le mécanisme de cette thérapeutique est mal connu, 1 
ne pourrait étre étudié que sur le singe, 4 condition d’obtenir une 
infection aigué sidérante comme on en observe parfois chez 
homme. 


ACTION DE CERTAINS SERUMS NORMAUX 
SUR LE VIRUS GRIPPAL DE TYPE A. 
‘COMPORTEMENT DU viRUS A2. 


De nombreux auteurs ont remarqué que la fixation du virus 
sur les hématies pouvait étre empéchée par action de certains 
sérums normaux d’animaux. M. Fauconnier a repris cette étude 
en cherchant le pouvoir anti-hémagglutinant du sérum de neuf 
espéces animales (lapin, cobaye, porc, souris, boeuf, cheval, coq, 
mouton et singe) sur 17 souches différentes de virus grippal de 
types A, B et Sendai, sélectionnées suivant leur date d’isolement 
et représentant les différentes épidémies apparues depuis l’iso- 
lement de la premiére souche en 1933. 

Les souches B étudiées ne se sont montrées sensibles a aucun 
des sérums examinés ; ces souches avaient été isolées entre les 
années 1940 et 1955. 

La souche Sendai est légérement inhibée par le sérum de cobaye. 
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Quant aux souches de type A, trois périodes peuvent étre dis- 
tinguées : 

1° Celle de 1933 a 1945 dont les souches sont inhibées faible- 
ment par le sérum de lapin et celui de pore : ces souches corres- 
pondent aux souches A classiques. 


2° Celle qui s’étend des années 1946 A 1956 et qui se rapporte 
aux souches du sous-groupe Al, pour lesquelles les inhibiteurs 
homologues sont du type boeuf, mouton. 


3° Enfin la derniére qui commenca en 1957 avec la souche asia- 
tique, sous-groupe A2, et pour laquelle les inhibiteurs sont ceux 
des sérums cobaye, cog, cheval, pore. Les inhibiteurs des 
souches Al et ceux des souches A2 agissent a un taux trés élevé. 
Aucun inhibiteur n’a été trouvé dans le sérum de singe pour les 
17 souches examinées. 


Un fait curieux a noter, observé par différents auteurs, c’est 
laugmentation considérable du pouvoir inhibiteur du sérum lors- 
qu'il est chauffé a 60° pendant une heure, pour les souches de 
type A2, tandis que les inhibiteurs qui agissent sur les souches 
de type A et Al sont détruits par chauffage a 60°. 

Ce travail montre que les variations antigéniques du virus 
erippal de type A sont accompagnées de variations qualitatives 
des inhibiteurs sériques normaux, puisque lapparition d’une 
modification antigénique d’un virus de type A marche parallé- 
lement avec un nouveau type d’inhibiteurs. 

Cette inhibition et cette neutralisation ne sont peut-étre pas dues 
a de véritables déterminants antigéniques ; cependant, ces sub- 
stances inhibitrices et neutralisantes posent de nombreux et 
importants problémes, entre autres celui du rapport qui peut 
exister entre les inhibiteurs sériques, le virus grippal et ses muta- 
tions et Pimmunité naturelle a l’infection grippale constatée chez 
un grand nombre d’animaux domestiques. 


CoNCLUSION. 


La pandémie grippale de 1957 a fait son apparition en France, 
dabord avec quelques cas sporadiques qui ont été décelés chez 
les sujets venant de pays ot elle sévissait déja. Les voyages par 
avion ont certainement favorisé et avancé la diffusion du virus. 
Cependant, l’épidémie semble étre venue du Nord, de l’Angleterre 
vraisemblablement, elle a atteint son paroxysme dans les dépar- 
tements du Nord, du Nord-Est et de l’Ile-de-France entre le 
12 septembre et le 20 octobre ; un décalage a été observé pour 
le reste du pays; sa décroissance a été rapide, la morbidité 
a persisté jusqu’au mois de février 1958. On a observé deux nou- 
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velles poussées épidémiques, Vune s’échelonnant du mois de 
février au mois de juin 1959, l’autre ayant commencé en janvier 
1960 et qui n’est pas complétement éteinte. 

La maladie a présenté, en général, un caractére bénin ; l’évolu- 
tion s’est faite normalement chez la plupart des sujets ; on a noté 
cependant des cas mortels avec évolution rapide (vingt-quatre 
a quarante-huit heures) chez des jeunes adultes sains, présentant 
soit un cedéme aigu du poumon, soit une sidération brutale rap- 
pelant les aspects | décrits lors de la pandémie de 1918-1919. Les 
nourrissons et les vieillards semblent avoir été moins atteints que 
les autres ; cependant cette année, les personnes agées ont payé 
plus lourdement leur tribut. ‘Les complications bactériennes ont 
été dues généralement au staphylocoque doré. 

Il faut noter la diversité des syndromes, entre autres le nombre 
assez important de cas hémorragiques. 

Les réactions sérologiques ont montré que les sujets qui ont 
été atteints de grippe du type A2 ont un taux d’anticorps anti- 
hémagglutinants peu élevé par rapport A celui observé généra- 
lement lors des épidémies précédentes (types A ou Al); de plus, 
ces anticorps apparaissent assez tardivement. 

Les réactions sérologiques effectuées aprés la premiére atteinte 
du virus A2, dans Jes mois qui suivirent sa décroissance, ont 
montré que la moyenne de la population 4 cette période (mars- 
juillet 1958) ne possédait que peu ou pas d’anticorps vis-a-vis de 
cette souche. C’est probablement la raison pour laquelle nous 
avons eu les nouvelles poussées épidémiques de 1959 et 1960. 

La population touchée en 1957 et 1958 aurait été de l’ordre de 
20 p. 100, d’aprés les chiffres officiels. Nous pouvons stirement 
admettre que, depuis lors, elle se monte a plus de 50 p. 100, aprés 
les deux vagues épidémiques dervces decnieves années. 

Etant donné que l’on peut adapter une souche a un inhibiteur 
sérique normal auquel elle est sensible, on peut émettre l’hypo- 
thése que le virus, au cours d’une épidémie, peut se modifier par 
passage sur des étres humains partiellement immunisés. Ceei 
pourrait expliquer les modifications antigéniques que l’on observe 
d’une é6pidémie saisonniére a l’autre, pour un virus d'un type 
donné. Mais l’apparition d’un virus grippal qui suscite une pan- 
démie, prenant naissance, semble-t-il, en Chine et qui présente 
des caractéres antigéniques trés différents de ceux que l’on observe 
avec les virus responsables des épidémies saisonniéres, reste 
inexpliquée 

L’étude des substances inhibitrices et neutralisantes des virus 
de la grippe de type A, présentes dans les sérums normaux de 
certains animaux domestiques, aidera peut-¢tre a mettre en évi- 
dence un des mécanismes de la variation antigénique de ces virus. 

Il est trés important de surveiller la composition antigénique 
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des souches de virus grippal au fur et 4 mesure qu’apparait une 
nouvelle souche. La vaccination anti-grippale commencée en 1957 
el poursuivie depuis lors semble étre jusqu’Aa maintenant le 
meilleur agent prophylactique contre la grippe. La composition 
et la valeur antigénique des souches intégrées dans un vaccin 
doivent donner lieu A une étude trés approfondie. I] semble pos- 
sible que l’on puisse induire, par la vaccination anti-grippale, une 
protection large et solide par la formation d’anticorps variés, en 
utilisant des prototypes antigéniques bien choisis. 


RESUME. 


La pandémie de 1957 a fait son apparition en France, par le 
Nord, au milieu du mois de septembre. Son paroxysme a 4té 
atteint dans les départements du Nord, Nord-Est et Ile-de-France 
entre le 12 et le 20 octobre. Un décalage a été observé pour le 
reste du pays. La morbidité a persisté jusqu’au mois de février 
1958. Deux nouvelles poussées épidémiques de type A2 ont éclaté 
une au mois de février 1959, s’étendant jusqu’au mois de 
juin 1959, l'autre au mois de janvier de cette année, elle n’est pas 
complétement éteinte. 

La maladie a présenté, en général, un caractére bénin; on 
a noté cependant des cas mortels, a évolution rapide chez des 
jeunes adultes sains, présentant soit un cedéme aigu du poumon, 
soit une sidération brutale rappelant les aspects décrits lors de 
la pandémie de 1918-1919. 

Il faut noter la diversité des syndromes, entre autres le nombre 
assez important de cas hémorragiques. 

Les réactions sérologiques ont montré que les sujets qui ont 
été atteints de grippe de type A2 ont un taux d’anticorps anti- 
hémagglutinants peu élevé par rapport 4 celui observé généra- 
lement lors des épidémies précédentes (type A ou Al); de plus, 
ces anticorps apparaissent tardivement. 


SUMMARY 


Tue 1957 INFLUENZA EPIDEMIC DUE To A2 vrRus. 
ITS CHARACTERISTICS AND EVOLUTION IN FRANCE. 


The 1957 epidemic started in the North of France in the middle 
of September 1957, and reached its climax between 12th and 
20th October in the departments of North, East-North and Ile- 
de-France, and later on in the other French departments. 


The morbidity persisted till February 1958. Two new epidemic 
outbreaks due to A2 virus appeared, one in February 1959 per- 
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sisting till June 1959, the other in January 1960 and is not quite 
finished. 

The disease was in general benign. There were however a few 
lethal cases in young adults suffering from acute cedema of the 
lungs, or due to a sudden sideration reminding the aspects des- 
cribed in the course of the 1918-1919 epidemic. 

The diversity of syndroms is described, particularly the rather 
high frequency of hemorragic cases. 

A serologic study was carried out. In patients suffering from 
A2 influenza the anti-hemagglutinating antibody titer is low in 
comparison with the titer observed in the previous epidemics 
(A and Al types); moreover, the formation of this antibody is 
rather delayed. 
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ACTION DU BENZO-DODECINIUM 
SUR LA MULTIPLICATION DU VIRUS GRIPPAL 


par Ma THIBONS@): 


(Centre National de la Grippe, Institut Pasteur) 


Les sels d’ammonium quaternaire possédent des propriétés 
bactériostatiques et bactéricides puissantes. Nous avons voulu 
rechercher quelle serait leur action sur les virus, en particulier 
le virus de la grippe. Nous avons utilisé pour ces expériences le 
benzo-dodécinium, qui est une solution neutre d'un sel d’ammo- 
nium quaternaire 4 cation actif (dodécyl-diméthyl-benzyl-ammo- 
nium). 

L’expérimentation a été faite sur l’ceuf embryonné de poule 
Leghorn agé de 11 jours, et sur la souris blanche, avec le virus 
erippal de type A (souche PR8). 

Cette souche est adaptée a la souris et tue l’animal 4 partir du 
cinquiéme jour en suscitant une pneumonie. 


I. — EXPERIMENTATION SUR L OEUF EMBRYONNE DE 11 JouRS. 
INOCULATION PAR VOIE ALLANTOIQUE. 


a) Nous avons recherché tout d’abord la toxicité du produit 
pour l’embryon. Utilisé aux dilutions de 0,15 p. 1000 ou de 
0,25 p. 1000, le benzo-dodécinium n’est pas toxique pour 
Yembryon de 11 jours. 

b) Le pouvoir virulicide ou viroslatique a été étudié in vitro 
et in ovo. 


1° In vitro. — Nous avons mis en contact un volume égal de 
benzo-dodécinium .aux dilutions soit de 0,15 p. 1000, soit de 
0,25 p. 1000, et de virus grippal (souche A PR8) correspondant 
a une dilution de 100 doses 50 p. 100 infectantes, pendant une 
heure et demie au bain-marie 4 37°. Nous avons fait trois séries 
de 8 ceufs chacune. 

1® série : Témoin ; 

2 série + Virus+- Bo D.7%a 0,15 p, 11000: 

5° (sériess Virus? BS De a0 25. pe 000: 


(*) Manuscrit recu le 22 avril 1960. 
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Les embryons inoculés étaient agés de 11 jours; ]’inoculation 
a été pratiquée par voie allantoique. Les ceufs témoins ont recu 
0,1 cm® de liquide allantoique virulent (PR8) 4 une dilution com- 
portant 100 doses 50 p. 100 infectantes, laissée au bain-marie 
a 37°, pendant une heure et demie. 

Les ceufs des séries 2 et 3 ont été inoculés avec le méme virus, 
a la méme dilution, laissée au bain-marie 4 37° pendant une heure 
et demie aprés addition de benzo-dodécinium a 0, 15 p. 1 000 pour 
les embryons de la série 2, et de benzo-dodécinium a 0,25 p. 1 000 
pour ceux de la série 3. 

Les prélévements des liquides allantoiques de la série 1, effectués 
quarante-huit heures aprés l’inoculation, titrés par la réaction 
d’hémagglutination sur hématies de poule, se sont montrés tous 
positifs 4 un taux # 1/2560. 

Ceux des deuxiéme et troisiéme séries n'ont présenté aucun 
pouvoir hémagglutinant; il n’y a donc pas eu multiplication du 
virus dans ces deux cas. 


2° In ovo. — Quinze séries de chacune 8 ceufs embryonnés Agés 
de 11 jours ont été inoculées par vole allantoique avec 100 doses 
50 p. 100 infectantes de virus A PR8 sous le volume de 0,1 cm? 
dans les conditions suivantes : 

1. Une heure avant l’inoculation du virus, 0,1 cm? de B.D. 
4 0,15 p. 1000 est injecté dans la cavité allantoique des 8 ceufs 
de cette série. 

2. L’injection de B.D. a 0,15 p. 1000 est effectuée un quart 
d’heure avant l’inoculation du virus. 

on LeeB. Dea 0,15 > p, 000 est injecte en meme temps que; le 
virus. 

4. Le B. D. a 0,15 p. 1 000 est injecté cinq minutes aprés l’ino- 
culation du virus. 

5. Le B. D. a 0,15 p. 1 000 est injecté dix minutes aprés l’ino- 
culation du virus. 

6. Le B. D. a 0,15 p. 1000 est injecté quinze minutes aprés 
Vinoculation du virus. 

7. Le B.D. a 0,15 p. 1000 est injecté trente minutes aprés 
Vinoculation du virus. 

Les séries 8 a 14 sont faites dans les mémes conditions, a 
l’exception du B. D. qui est utilisé a la dilution de 0,25 p. 1 000. 

La série 15 correspond a Ja série-témoin. 

Les prélévements des liquides allantoiques ont été pratiqués 
quarante-huit heures aprés l’inoculation; aucune inhibition de la 
multiplication du virus n’a été observée dans les embryons traités 
dans le temps avec le B. D. soit 4 0,15 p. 1 000, soit a 0,25 Dad 000. 
Les résultats sont identiques & ceux obtenus avec la série-témoin. 
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IJ. —- Exp&rIMENTATION SUR LA SOURIS. 


Inoculation et traitement par aérosol. 


La souris n’est pas un animal sensible au virus grippal ; elle 
le devient si l’on effectue des passages en série de broyat de 
poumon, ou de liquide de lavage trachéal d’animal infecté. 


Lorsqu’une souche de virus grippal est adaptée a la souris, elle 
provoque une pneumonie qui tue l’animal en cinq, six, sept ou 
huit jours suivant la concentration de virus inoculée. 

La voie d’entrée du virus est le rhino-pharynx, l’infection étant 
provoquée par un aérosol d’un extrait de broyat de poumon de 
souris, dilué de maniére a avoir 200 doses 50 p. 100 infectantes. 


On a utilisé pour l’expérimentation la souche A PR8, adaptée 
a la souris par cette méthode, et qui donne 100 p. 100 de morta- 
lité chez les souris témoins. 


Avant toute expérimentation, la recherche du pouvoir toxique 
du B. D. aux concentrations de 0,25 p. 1 000 et 0,15 p. 1 000 a été 
effectuée sur la souris, par aérosol. Aucune toxicité n’a été mise 
en évidence a ces dilutions. 


Des essais par tdtonnement ont été pratiqués avant d’établir 
létude suivante : 18 lots de 10 souris chacun ont été utilisés 
pour l’expérience. 

Chaque lot a été inoculé avec la méme souche, a la méme 
concentration, par aéroso] de méme durée. 


L’expérience est résumée dans la figure 1. 


Lor 1. — Dix souris témoins infectées par aérosol et qui ne recoivent 
aucun traitement : 100 p. 100 de mortalité échelonnée du cinquiéme 
au huitiéme jour. 


Lor 2. — Dix souris infectées par aérosol, pour lesquelles le B. D. 
a 0,15 p. 1000 a été aérosolé en méme temps que le virus. On observe 
une survie chez 20 p. 100 des souris par rapport aux souris témoins, 
cette survie étant d’environ trois jours. 


Lor 3. — Dix souris infectées par aérosol, pour lesquelles le B. D. 
a 0,25 p. 1000 a été donné en méme temps que le virus. Le méme 
pourcentage de survie que pour le lot 2 est observé, soit 20 p. 100, 
mais la prolongation de vie est de quatre a cing jours. 


Lor 4. — Dix souris infectées par aérosol. Le traitement au B. D. 
a 0,15 p. 1000 est effectué trente minutes aprés l’infection provoquée. 


Lor 5. — Dix souris infectées par aérosol. Traitement au B.D. 
a 0,25 p. 1000 effectué également trente minutes aprés 1l’infection. On 
note 40 p. 100 de survie pour les deux dilutions, cette survie s’éten- 
dant sur une durée de trois 4 dix-huit jours. 


- ALT 


BENZO-DODECINIUM ET VIRUS GRIPPAL 


2 a ae 
‘i ne oo \ “Sy \ SCs a 
ean SS (WSC EF ai 
#08} WN 8 ar = 
#001 Se Ce “a a 
% 001 RSS @Q CVSS = 
a WR Re a 
aa 20 WR’ SS z 
ee ee ee 
7 W«W«WwW_ 22 :i:«CG ae Soe 
XX a= 0l6lUmUlUUlUcdlCU UG 
= = — 2 
aed) a 
(1a)%00) \\\\ SAAS | 


$Q4dD | sgidD| saido | saidp | sagudo |saudp | saido| saudo| saudo| saqudo sqid0| saqudp 

Ube | Ub? | Ud Up uc¢ By: Ug ea’ 4 | QI UW OES) UWOE|%GZ'O}%S1'O 
%S2'0| %Sl'0|%S2'O} % SI'O PoSZ'0 1% S1'O Po S2'0|%SI‘O %S2'O|% 

Qa9| 2's) 28 ag] R'aEireag ae}2ag};kRA8/R adie 


S10SON3V 


(o>) 


@ 


CNN) Kez). Test etl Tes 


Yj) 


2 ‘0]/%S2'0} %S1'0} 9'a'a+] Va'a+ Salil 
= g 
m 


S1'0|% 
‘08/2 08/2 G'S] BYd | 84d} Bud]* 


NosiuannY 
gunviuon| 


418 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Lors 6 et 7. — Vingt souris ont été infectées par aérosol. Le lot 6 
(10 souris) a été traité au B.D. a 0,15 p. 1 000, le lot 7 (10 souris) 
au B.D. a 0,25 p. 1000, une demi-heure aprés l’infection par le virus, 
et vingt-quatre heures apres. 

Toutes les souris sont mortes dans le méme délai que les souris 
témoins. 

Pe 


Lots 8 et 9. — Le B.D. A 0,15 p. 1000 (lot 8, 10 souris) et a 
0,25 p. 1000 (lot 9, 10 souris) a été administré par aérosol une heure 
et vingt-quatre heures aprés l’infection provoquée. La mortalité est 
de 100 p. 100 pour le lot 8, dans les mémes délais que les témoins. 

Pour le lot 9 une survie de trois jours est observée chez 50 p. 100 
des animaux. 


Lots 10 et 11. — Le B.D. & 0,15 p. 1000 (lot 10, 10 souris) et a 
0,25 p. 1000 (lot 11, 10 souris) est administré deux heures aprés 
Vinoculation du virus. 

Toutes les souris meurent dans les mémes conditions de temps que 
les témoins. 


Lors 12 et 13. — Le B. D. A 0,15 p. 1000 (ot 12, 10 souris) eb a 
0,25 p. 1000 (ot 13, 10 souris) est administré deux heures et vingt- 
quatre heures aprés l’aéroso]l de virus. 

On note une survie de vingt et un et vingt-deux jours pour 30 p. 100 
des animaux, aussi bien pour l’une que pour |’autre dilution. 


Lors 14 et 15. — Le traitement par le B. D., soit 4 0,15 p. 1 000, soit 
a 0,25 p. 1000 a été effectué une heure, trois heures et vingt-quatre 
heures aprés J’inoculation de virus. 

Les souris traitées au B. D. 4 0,15 p. 1 000 (lot 14) présentent 20 p. 100 
de survie d’une durée de quarante-huit heures. 

Chez celles traitées au B.D. 4 0,25 p. 1000 (lot 15), 30 p. 100 de 
survie dans un délai qui s’échelonne sur une durée de deux jours a 
quinze jours et l’on note 10 p. 100 de guérison. 


Lors 16 et 17. — Le traitement au B.D. A 0,15 p. 1000 (lot 16) et 
0,25 p. 100 (lot 17) est administré une heure et trois heures aprés 
Vinfection par le virus. 

Le lot 16 présente 30 p. 100 de survie, sur une durée de deux jours 
a quatre jours ; le lot 17, 50 p. 100 de survie, s’échelonnant sur une 
durée d’un a onze jours. 


Lor 18. — Le traitement par le B. D. & 0,25 p. 1000 est administré 
deux heures et quatre heures aprés l’inoculation. On obtient alors 
30 p. 100 de survie qui s’échelonne de vingt-quatre heures A dix 
jours, et 80 p. 100 de guérison. 


Cette expérience a été contr6lée quatre fois avec des résultats sensi- 
blement constants. 


Discussion. 
La souris n’est pas un animal sensible au virus grippal. 


Lorsqu’une souche est adaptée a cet animal elle ne suscite pas 
un épisode grippal, comme chez le furet par exemple, pour lequel 
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l’évolution de la maladie correspond sensiblement A celle observée 
normalement chez homme ; la souris fait toujours une pneu- 
monie qui est généralement mortelle. 

La souche que nous avons utilisée tue la souris a 100 p. 100. 

Nous sommes done dans des conditions d’étude qui ne sont pas 
celles dans lesquelles on se trouverait si l’on expérimentait sur 
homme ou sur un animal sensible, en raison du fait que la 
maladie ne présente pas cette évolution dramatique dans la plu- 
part des cas. 

Le furet n’a pu étre utilisé pour ces expériences, étant donné 
son prix de revient et le nombre important d’animaux que cette 
étude aurait demandé. 

Dans les conditions d’expérimentation ot nous nous sommes 
trouvé, Vutilisation des aérosols nous a semblé la méthode la plus 
proche de Vinoculation naturelle, spontanée, qui se fait par les 
voles aériennes. Le traitement par aérosol est rapide et puissant, 
la substance pénétre jusque dans les alvéoles pulmonaires. Malheu- 
reusement, nous avons constaté que les traitements rapprochés et 
fréquents fatiguent la souris et peuvent intervenir comme facteur 
de moindre résistance qui peut fausser les résultats de l’expé- 
rience. 

Les sels d’ammonium utilisés 4 la concentration de 0,25 p. 1 009 
semblent nettement plus actifs que ceux utilisés a 0,15 p. 1 000. 

Il semble que deux traitements suffisamment rapprochés l’un 
de l’autre, et dont le premier est pratiqué deux heures au maxi- 
mum aprés l’inoculation, représentent l’expérience ayant donné 
le meilleur résultat. C’est en tout cas celle qui choque le moins 
Vanimal. 

Il faut noter, cependant, que le traitement effectué une heure, 
trois heures et vingt-quatre heures aprés l’infection provoquée, 
donne des résultats trés intéressants, qui font supposer que les 
sels d’ammonium quaternaire agissent sur le virus aprés multi- 
plication dans lorganisme. La prolongation du traitement n’a pas 
été poursuivie a cause du manque de résistance de la souris. 


CONCLUSION. 


Le sel d’ammonium quaternaire utilisé (benzo-dodécinium Chi- 
bret) 4 la concentration de 0,25 p. 1000 n’est toxique ni pour 
Vceuf embryonné, ni pour la souris blanche. Ce sel a une action 
virulicide in vitro sur le virus grippal. 

In ovo, nous n’avons observé aucun effet sur la multiplication 
du virus souche A PR8 dans les conditions d’expérimentation ot 
nous nous sommes placé. 

Les recherches sur la souris blanche avec la souche A PR8 
adaptée A l’animal et le tuant dans un délai d’une semaine en 
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provoquant une pneumonie virale, ont permis de mettre en évi- 
dence l’action d’un sel d’ammonium quaternaire sur 1’évolution 
de la maladie. Deux traitements avec le B. D. a 0,25 p. 1 000, 
effectués par aérosols, le premier deux heures aprés l’inoculation 
du virus, le second deux heures aprés le premier, nous ont donné 
des résultats correspondant 4 30 p. 100 de survie s’échelonnant 
sur une durée d’un jour a dix jours et 30 p. 100 de guérison. 
Des études plus approfondies se poursuivent. 


SUMMARY 


ACTION OF BENZO-DODECINIUM ON INFLUENZA VIRUS. 


The benzo-dodecinium (B. D., a quaternary ammonium salt) used 
at a concentration of 0,25 p. 1 000, is not toxic for the embryo- 
nated egg or for white mice. It has a virulicid activity in vitro 
on influenza virus. 

In ovo, no effect on the multiplication of A PR8 virus was 
noticed. 

In mice, the experiments have been carried out with a mouse- 
adapted A PRS strain. The inoculated animals die within a week 
with viral pneumonia. The experiments demonstrated an action 
of B.D. on the course of the disease. When two aerosols of 
0,25 p. 1000 B. D. are administered to mice, the first two hours 
after infection, the second two hours after the first one, 30 %, 
more or less prolonged survivals and 30 °/, recoveries are observed. 

Further studies are in progress. 


THERMO-RESISTANCE 
DES MYCOBACTERIES TUBERCULEUSES 
RELATION AVEC LE POUVOIR PATHOGENE. 


SOUCHES HUMAINES, BOVINES, BCG, AVIAIRES, PARATUBERCULEUSES. 
PREMIERE PARTIE. 


par M. H. MOUREAU, J. BRETEY et M™e D. ROY (*) 


(Institut Pasteur, Service de la Tuberculose) 


Introduction. 


La lecture des résultats publiés au cours des derniéres années 
a propos de la résistance des bacilles tuberculeux soumis a une 
élévation de température est vite un sujet de surprise en raison 
de la grande diversité des chiffres rencontrés. En effet, selon ies 
différents auteurs, la température de destruction de ces germes 
peut varier dans des limites comprises entre 65 et 100°, et les 
durées d’exposition 4 ces températures varient de quelques 
secondes a une heure! Les protocoles expérimentaux sont rare- 
ment bien décrits et dans l’ensemble peu comparables. Nous 
avons voulu reprendre ces recherches dans des conditions bien 
définies, aussi précises que possible et aisément reproductibles. I 
nous sera donné de revenir fréquemment, au cours de ce compte 
rendu, sur les données exactes de telle ou telle expérience ; ces 
répétitions nous ont semblé nécessaires afin d’exclure toute erreur 
d’interprétation, fréquente en la matiére. 

Nous définirons d’abord la température léltale : c’est celle qui 
« stérilise » la totalité de la population microbienne. Les germes 
ainsi traités, dans un milieu donné et pour une durée que nous 
préciserons chaque fois, doivent étre incapables de se reproduire 
et perdre tout pouvoir pathogéne dans les conditions expérimen- 
tales habituelles. 

Température et durée d’exposition ia cette température seront 
les variables au cours de nos expériences. 


(*) Manuscrit recu le 13 avril 1960. 
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Dans la seconde partie de cette étude il nous a paru intéressant 
de rechercher si la thermo-résistance d’une souche considérée 
présente quelques rapports avec son pouvoir pathogéne. 


MATERIEL ET METHODES. 


Nos conditions d’expérimentation sont celles qu’il est convenu d’appe- 
ler conditions habituelles de laboratoire. 

Une suspension de Mycobactéries obtenue par la technique des billes 
de verre, et titrant par millilitre 1 mg d’une culture agée d’environ 
3 semaines, est répartie en tubes a essai de dimensions clsasiques, de 
diamétres variés (8 mm, 14-16 mm, 22 mm), bouchés au coton [4]. 
Ces tubes sont eux-mémes placés dans des bains-marie aux conditions 
thermiques variées et pour des durées définies. La température du 
bain-marie, la température de la suspension microbienne & |’intérieur 
des tubes a essai, Ja température au niveau de l’interface liquide-air 
et dans les différents endroits du champ d’expérience pouvaient étre 
contrélées par 16 thermo-couples différents enregistrant la température 
de facon continue. Chaque souche des Mycobactéries provenait d’un 
milieu de culture que nous appellerons « milieu d’origine », était sou- 
mise a la chaleur, puis réensemencée sur un milieu de culture dit « de 
reprise ». 

Il nous a paru nécessaire de nous assurer que la qualité des diffé- 
rents « milieux d’origine » ne pouvait influencer le comportement des 
germes pendant 1’élévation de température et aprés celle-ci. Les diffé- 
rents « milieux d’origine », milieux de Jensen, de Dubos, de Sauton, 
etc., nous sont apparus dénués d’action sélective et n’ont pas modifié 
la résistance des germes a la chaleur. 

Les « milieux de reprise » utilisés sont les milieux classiques de 
Jensen, et non les milieux récents et trés améliorés de Coletsos |4, 2] 
qui auraient révélé un plus grand nombre de colonies survivantes. 

Milieux d’origine et de reprise étant ainsi définis, précisons mainte- 
nant les caractéristiques de 1l’émulsion microbienne. Elle est réalisée 
chaque fois de la méme facon et dans le méme excipient. Nous avons 
choisi a priori deux excipients différents : l’eau et le lait. Des travaux 
récents et d’autres ont montré que la fameuse solution physiologique 
convenait trés mal aux bactéries, son action nocive étant elle-méme 
proportionnelle a l’élévation de température [2, 3]. Nous avons donc 
utilisé de l’eau distiilée d’un pH neutre, et pris comme échantillon de 
lait les produits normaux, non écrémés du commerce. 

L’origine des souches étudiées, leur pouvoir pathogéne, toutes les 
données les concernant seront chaque fois précisées. Dans 1]’étude appro- 
fondie de ces deux variables, température et durée d’exposition, nous 
avons été obligés de nous limiter afin de ne pas réaliser um nombre 
excessif d’expériences. 

Si l’on admet en effet, a priori, la permanence de cette température 
létale pour une souche donnée (milieux d’origine, de reprise, et condi- 
tions d’expérience étant les mémes), il faut tenter de la définir de 
facon trés exacte. Aprés quelques expériences permettant de situer la 
zone probable, on peut envisager une épreuve A 74°, une autre A 75°, 
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76°, 77°, 78°, etc. Pour chacune de ces températures, on peut essayer 
une minute, deux minutes, trois minutes, etc. Avec dix températures 
et dix durées d’expérience, on obtient une centaine de séries, dont le 
résultat n’apportera dans l’ensemble qu’une précision de l’ordre du 
degré et de la minute. Ceci pour une seule souche. Or, nous voulions 
nous garder absolument de toute extrapolation par trop facile et hasar- 
deuse. Convenait-il, et surtout était-il possible de traiter ainsi un assez 
grand nombre de souches ? La réponse est négative si l’on considére 
le nombre des tubes que l’on aurait dt utiliser et la lenteur du déve- 
loppement des colonies que l’on devait contréler. Désireux d’étudier 
le probléme de la thermo-résistance du bacille de Koch sans nous laisser 
influencer par aucun résultat précédent, nous avons choisi un grand 
échantillonnage de souches et un nombre limité d’essais dans des zones 
que nous pouvions resserrer au fur et a mesure de nos expériences 
antérieures. A chaque occasion de refaire avec la méme souche plusieurs 
déterminations (et il nous est advenu de recommencer trois, quatre et 
cing fois avec certaines de nos souches), nous avons opté pour des 
températures et des durées différentes, afin d’atteindre en définitive 
les chiffres les plus proches de la réalité. 

Lors de l’exécution de chacun de ces nombreux essais, notre tache 
a été trés facilitée par l’usage d’un appareil enregistreur de tempé- 
rature. Il nous permettait de connaitre d’une facon continue, automa- 
tique (avec une précision approchant le centiéme de degré), la valeur, 
ou la variation de température en seize endroits différents du champ 
d’expérience (1). 


Résultats. 


Dans l’exposé de nos résultats, nous allons d’abord, dans une 
premiére partie, indiquer les thermo-résistances d’un certain 
nombre de souches de Mycobactéries humaines, bovines, aviaires, 
paraluberculeuses, de la souche classique du BCG et d’une souche 
fille de celle-ci, la souche Moreau. Deux séries paralléles ont 
été réalisées dans les deux « excipients » que nous avons définis 
dans l’introduction : l’eau et le lait. 

Au cours d’une seconde partie (2) nous envisagerons les 
influences réciproques de la thermo-résistance et du pouvoir 
pathogéne. 


I. — THERMO-RESISTANCE DES MYCOBACTERIES 


A. — EN EMULSION DANS L’EAU DISTILLEE, 


1° Souches humaines. — Ces 10 souches sont issues de deux 
origines différentes : 5 souches provenant de la collection de I’ Ins- 
titut Pasteur. Ce sont les souches : Brévannes, H37Rv, 572, Ham, 


2680. 


(1) Cet appareil était le potentiométre MECI type Speedomax 60 000-S-13. 
(2) A paraitre dans ces Annales. 
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Les cinq autres souches proviennent de piéces anatomiques 
fraichement isolées; elles nous ont semblé présenter une haute 
virulence, et ceci a leur premier passage sur milieu artificiel (3). 
Ce sont les souches 997 A, Morin, 964 A, 1006 B, 988. 

Les tableaux suivants correspondent a ces dix souches. Dans 
chacun de ceux-ci les chiffres de la rangée supérieure indiquent 
les températures (exprimées en degrés centigrades) et les durées 
(en minutes) auxquelles ont élé soumises les suspensions. Le sym- 
bole + représente de huit a dix colonies, le symbole ++ une 
quarantaine de colonies, le symbole + ++ un nombre de colonies 
incomptables et confluentes. 

On doit consiater, en accord avec les remarques que nous avons 
faites a la fin de l’Introduction, que les trois premiéres souches 
ont été expérimentées 4 des températures échelonnées de 60° a 90° 
avec des durées de dix, quinze et trente minutes. Ces chiffres 
correspondent aux chiffres extrémes que nous avons rencontrés 
chez le plus grand nombre d’auteurs. 


Tasteau I. — Souches humaines. 


Liste des 
souches 


1- Brévannes 


6- H 977 
7- Morin 
8- 964 
9- 1006 


Dans les séries suivantes, nous avons manipulé a des tempé- 
ratures situées entre 70° et 90°, avec des durées de cing a dix 
minutes. Pour les souches humaines le chiffre de 90° s’est révélé 
excessif, mais il n’en a pas été de méme avec d’autres espéces 
de Mycobactéries, ainsi que Jes paratuberculeux. 

Le second tableau concernant les souches humaines indique le 
nombre de jours écoulés depuis l’ensemencement jusqu’a l’appa- 
rition des premiéres colonies visibles (tableaux I et II). 


(3) Nous remercions les D™* Canetti, Grosset et M"e Yvon d’avoir bien 


voulu nous communiquer ces souches et tous les renseignements les 
concernant. 


Liste des 


55 
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En parcourant ces tableaux nous vérifions l’existence de quelques 
colonies ayant survécu au chauffage 4 70° quinze minutes, et ceci 
pour les 10 souches expérimentées. A la température de 90° on 
n’observe aucun germe survivant. Entre les souches de collection 
et les souches pathogenes, les différences relevées ne sont pas 
significatives. La durée du chauffage pour une température déter- 


TasLteau II. — Souches humaines. 


minée a une action létale proportionnellement plus marquée qu'un 
chauffage a une température plus élevée, mais de plus courte 
durée. On remarque encore que dans tous les cas lapparition 
des premiéres colonies lisibles est trés retardée par rapport aux 
témoins et dans des délais pouvant atteindre vingt a vingt-cing 
jours. 


2° Souches bovines, — Considérons maintenant de la méme 
facon les souches bovines. Celles-ci, 4 V’exception de la souche 


Tasteau III. — Souches bovines. 


souches 


Dupray 3 
B 1099 
B 931 
2.300 
2002 


B 260 
Chaussée 
Vallée 


- Ivry 2 


Annales de l'Institut Pasteur, 99, n° 3, 1960. 28 
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Ivry 2 trés pathogene et fraichement isolée de lésions pulmo- 
naires (méme provenance que nos souches humaines pathogeénes) 
sont toutes des souches de collection de |’ Institut Pasteur. 

Ce sont les souches: Dupray S, B 1099, B 931, 2300, 2002, 
Heemskerk, B 260, Chaussée, Vallée, Ivry 2. 

Les remarques que nous avons faites 4 propos des deux tableaux 
concernant les souches humaines sont valables pour celles-ci 
(tableaux III et IV). 


Tasteau IV. — Souches bovines. 


Liste des 
souches 


Q 
S 
hal 
° 
a 
wo 
is] 


1- Dupray S$ 
2- B 1099 
3- B 931 

4- 2.300 


5=- 2002 
6- Hemskerk 
7T- B 260 


8~ Chaussée 


Oo oO ONY VS HO | 0 


9- Vallée 
10- Ivry 2 


[=] 
[o) 


Les commentaires auxquels nous pouvons nous livrer ne sont 
pas différents de ceux concernant les souches humaines. Seule la 
souche Vallée se distingue par sa résistance : dix minutes a 85°. 
Aucune des souches bovines n’a une thermo-résistance supérieure 
a 90°. 


3° Souches aviaires. — L’examen des tableaux des souches 
aviaires confirme les résultats déja obtenus avec les souches 
humaines et bovines. Les souches utilisées sont toutes des : 
souches de collection de l'Institut Pasteur, au nombre de six. Ce 


Tasteau V. — Souches aviaires. 


Liste des | @ | ; 80° 
souches 5 
LOL ZO! 


1+ Senthille eS 


2- Aviaire 17 ; = 27 
3- 2.076 Bio) 
4= 2.762 So 18 
5- 1.034 : 19 
6=- 1.058 : 1Ges 
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sont les souches : Senthille, Aviaire 17, 2076, 2762, 1034, 1058. 
Parmi celles-ci, les trois premiéres ont encore un certain pouvoir 
pathogéne, mais diminué par les repiquages (tableaux V et VI). 


TasLteau VI. — Souches aviaires. 


liste des 5 60° 70° 50° 85° goe 100 
seqeHee be 15" 5o'] 20" 15" gor} 5+ 10" 15+ 20" 30/5" 20¥|5* 30+ 35% gor] 30 

1- Senthille + + ++ ++ 3co ++ ++ leol ie} 10} ie} 

2- Aviaire 17 ++ o + + + - (@) le} 0 10) 0 

3- 2.076 +++ t+] ++ ++ + ++ 0+ fe) fe) fo) fo) 

4— 2.762 + + es Be + 3col O O fe) (e) 

5- 1.034 ++ ++ + + ++ lcol} 0 0 0 (e) 

6- 1058 + + + ie) + + ie} ie) 0 10) 

4° Souches paratuberculeuses. — Ces germes sont nettement 


plus thermo-résistants que les autres Mycobactéries pathogénes : 
certains auteurs ont voulu établir un rapport entre cette thermo- 


résistance élevée et l’absence de pouvoir pathogéne : 


ne résiste- 


raient a la chaleur que les bacilles non pathogénes. II n’en est 
rien. Cette différence dans le degré de thermo-résistance est seu- 
lement hée a l’espéce. Lorsqu’il s’agissait de germes tuberculeux 
var. hominis pathogénes, nous n’avons pas observé de relation 
entre les différents niveaux de la thermo-résistance selon les 
souches et le pouvoir pathogéne de chacune de celles-ci, Cette cons- 
tatalion sera l’essentiel de la seconde partie de ce mémoire. 

Nos expériences ont été faites sur 10 souches de paratuber- 


culeux : 


7 de collection et 3 fraichement isolées. 
Les souches de collection sont les suivantes : 


Seine, Fléole, 


Milch Méller, Myl4, Pellegrini, Crottin, Grassberger. 


Liste des 
souches 
1- Seine 
2- Fléole 
Z- Pellegrini 
4— My 14 
5=- Crottin 
6- Milch Mller 


7=- Grassberger 


TasLeau VII. 


Souches paratuberculeuses. 


Col fo) el asi! fer hey isl Ko} 


428 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Les souches fraichement isolées ont été obtenues par M. Négre 
et M™ Roy a partir de cobayes neufs ; elles sont démunies 6évl- 
demment de tout pouvoir pathogéne ; une d’entre elles est chro- 
mogéne. Saprophytes de cobayes d’élevage apparemment sains, 
elles peuvent étre classées parmi les Mycobactéries paratuber- 
culeuses en raison de leur morphologie et de leurs propriétés 
biologiques. Ce sont les souches P93 D (Chromogéne), P 93 B 
et P 90 (tableaux VII et VIII). 


Tasteau VIII. — Souches paratuberculeuses. 


wo 
Lot 
° 


80° 
Liste des ; % 
souches 25" 20" 


1- Seine 


= 
fo) 


| 


rey 
oo co oMo eh oO Of 


2- Fléole 


3— Pellegrini 
4— Myi4 


5=- Crottin 


6- Milch Mbller 
7- Grassberger 
“8= 93D 
9- 93B 
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La thermo-résistance des bacilles paratuberculeux est vraiment 
supérieure a celle des bacilles tuberculeux. Pour certaines 
souches qui résistent & 85 et 90°, on n’observe méme pas de retard 
a Vapparition des colonies thermo-résistantes (souches Fléole, 
Pellegrini, Crottin). 


5° Souche BCG et souche fille du BCG (souche Moreau). 
La souche d’origine du BCG a été expérimentée, ainsi que la 


TaspLeau IX. — Souche BCG. 


Témoin 


+++ 


6eme jour fl4éme 5 
jour 


souche Moreau, de la méme facgon que toutes les précédentes. La 
thermo-résistance de ces deux souches est trés faible. 

Les résultats de chacune étant presque superposables, nous ne 
reproduirons que ceux de la souche BCG (tableau IX). 
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B. — EN EMULSION DANS DU LAIT. 


La trés grande diversité, signalée dans 1’Introduction, des 
chiffres rencontrés chez différents auteurs, est particuligrement 
remarquable lorsque les expériences décrites ont lieu en utilisant 
le lait comme milieu de suspension des Mycobactéries. 

Nous avons done recommencé la presque totalité des expériences 
précédentes en préparant notre suspension microbienne dans du lait 
de commerce, non écrémé. Plusieurs échantillons de lait, de pro- 
venances différentes, ont été utilisés. La préparation de la sus- 
pension elle-méme avait lieu en deux temps: 1° les germes pré- 
levés sur des milieux courants étaient agités par la technique des 
billes de verre dans une quantité minimum d’eau distillée ; 2° on 
ajoutait cette eau distillée la quantité nécessaire de lait pour 
réaliser exactement la dose de 1 mg de bacilles par millilitre de 
lait, et l’on agitait de nouveau avec des billes de verre. Les dif- 
férences relevées dans les thermo-résistances, imputables aux 
différentes qualités de lait, sont minimes; c’est probablement le 
pH de ceux-ci qui agirait, dans une faible mesure. 


TABLEAU X. 


Liste des 
souches” 


f Brévannes 
E H 37 Rv 
572 


Bien que nous ayons repris a peu prés toutes les souches 
humaines déja expérimentées dans Peau, nous ne reproduirons 
ici que les résultats de trois de celles-ci: Brévannes, H37Rv 
ev 572. 

Les bacilles bovins étant plus fréquemment rencontrés dans le 
lait, nous reproduisons ici les résultats de sept souches bovines : 
Ivry 2, Dupray S, 2300, 1099, B 260, Vallée, 931. 
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Les résultats des souches humaines et bovines sont indiquées 
dans les tableaux X et XI. . 

Nous constatons que les résultats dans l’eau et dans le lait sont 
comparables pour les deux espéces de souches. Si parfois les tem- 
pératures auxquelles nous avons expérimenté ne sont pas exac- 
tement les mémes dans les deux séries de |’expérience, il faut 
y voir notre propos délibéré, comme nous l’avons admis dans 
Introduction, pour mieux définir exactement la température 
létale par approches successives. 


TasLeau XI. 


Liste des 
souches 


Brévannes 
Hoy Rv 
52 


[ee] 
aa 


Ivry 2 
Dupray S 
2.300 
1099 

B 260 
Vallée 
931 


morn ne en 


Dans certains lots de lait et pour certaines souches (Dupray S$ 
et 931) la thermo-résistance semble légérement augmentée. En 
aucun cas elle n’est diminuée. 

Nous n’avons pas jugé opportun de faire des épreuves de 
thermo-résistance dans le lait avec les souches aviaires, BCG et 
les paratuberculeux. 


C. — STABILITE DE LA THERMO-RESISTANCE POUR UNE SOUCHE DONNEE. 


Nous avons eu Voccasion d’effectuer plusieurs fois en des 
périodes différentes des épreuves de thermo-résistance. Ainsi par 
exemple pour les souches Brévannes, Ivry 2 et Dupray S. 

Pour la souche Brévannes que nous avons manipulée cinq fois, 
nous rencontrons : 1° dans l’eau, aprés dix minutes a 80°, la per- 
sistance d’une seule colonie ; 2° dans le lait, aprés vingt minutes 
a 80°, la persistance de quelques colonies; 3° au cours de 
contréles de numérations, aprés dix minutes 4 80°, la persistance 


de quelques colonies; 4° au cours de vérification du pouvoir 
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pathogene, en suspension dans l’eau, aprés chaulfage trente 
minutes a 80°, 4 cobayes sur 4 présentaient des intradermo- 
réactions positives et des lésions tuberculeuses; 5° au cours 
d’expériences semblables, mais en suspension dans le lait, vingt 
minutes 4 75°, 1 cobaye sur 3 présentait des lésions tuberculeuses. 
Cette souche Brévannes, sur laquelle nous avons eu l’occasion 
de revenir si fréquemment, est, parmi la quarantaine de souches 
expérimentées, celle qui présente les variations les plus étendues 
de sa thermo-résistance et de son pouvoir pathogéne. 

La souche Ivry 2 a été manipulée quatre fois : 1° en suspension 
dans l’eau: aprés cinq minutes a 80°, persistance de quelques 
colonies ; 2° en suspension dans le lait : résultats identiques 5 
8° au cours de vérifications du pouvoir pathogéne, en suspension 
dans Veau aprés chauffage vingt minutes A 80° et injection aux 
cobayes, les 4 cobayes présentent des intradermo-réactions néga- 
tives ; 4° expérience identique, mais en suspension dans le lait, 
aprés chauffage vingt minutes 4 75°, 4 cobayes sur 4 donnent des 
lésions tuberculeuses. 

Enfin, la souche Dupray S a donné les résultats suivants : 1° en 
suspension dans l’eau, trente minutes a 70°, persistance de rares 
colonies ; 2° en suspension dans le lait cing minutes 4 85°, per- 
sistance de rares colonies ; 3° 4 la vérification du pouvoir patho- 
géne, en suspension dans l’eau, aprés chauffage vingt minutes 
a 75°, 4 cobayes sur 4 présentent des lésions tuberculeuses. 

Si nous étions obligés de conclure dans ce domaine, de la stabi- 
lité, de la permanence, de la thermo-résistance d’une souche 
donnée au cours de sa continuité biologique, nous pensons que 
nos conclusions devraient étre prudentes. Parmi la quarantaine 
de souches étudiées, seule la souche Brévannes, qui est cependant 
une des plus classiques, a manifesté des variations trés sensibles, 
mais nos études n’ont porté que sur une année environ et rien ne 
nous interdit de penser que d’autres souches qui semblent avoir 
une plus grande stabilité dans la manifestation de la thermo- 
résistance ne peuvent un jour manifester des variations semblables. 


D. — THERMO-RESISTANCE EN FONCTION DE LA DILUTION. 


Dans notre conception primitive de Ja thermo-résistance des 
bactéries, l’influence de la concentration était nulle. En effet, si 
on éléve une suspension bactérienne, quelle que soit sa concen- 
tration, & une température suffisante, fous les germes doivent 
étre tués. 

Au cours du déroulement des expériences précédentes, nous 
avons constaté que l’exposition de ces suspensions bactériennes 

a des températures légérement inférieures a la température létale 
eter la survie d’un certain nombre de bactéries. 
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Nous avons repris ces essais en faisant jouer une troisiéme 
variable qui s’ajoutait aux deux variables précédemment étudiées 
(température et durée d’exposition), c’est-a-dire : la concentration. 

Nous avons réalisé des suspensions bactériennes titrant succes- 
sivement : 1 mg par millilitre, 1/100 de milligramme par milli- 
litre, 1/10 000 de milligramme par millilitre. 

Voici les résultats obtenus pour une des deux souches étudiées 
(Brévannes) observées sur des tubes de Legroux. 

Aprés traitement par les billes de verre, nous admettons qu'il 
subsiste environ 50 millions de germes capables de se reproduire 
par milligramme de colonies bactériennes traitées. Ceci n’est 
qu’une approximation qui varie avec chaque souche et parfois 
méme au cours de |’évolution de celle-ci. 

Avec notre dilution habituelle (1 mg pour 1 ml) nous avons 
observé a 70°, quinze minutes : 97 colonies; a 75°, dix minutes : 
125 colonies ; a 80°, trois minutes : 9 colonies ; 4 80°, cing minutes : 
12 colonies ; et enfin a 80°, dix minutes : 5 colonies. 

Avec une dilution cent fois moins forte, c’est-a-dire au 1/100 de 
milligramme, nous avons rencontré 11 colonies 4 75°, dix minutes, 
et 0 a toutes les autres températures. Avec une dilution au 1/10 de 
milligramme : 0 colonie. 

Il apparait donc clairement qu’avec des suspensions bacté- 
riennes moins concentrées que celles que nous avons utilisées, on 
aurait rencontré un nombre beaucoup plus faible de germes ayant 
résisté au chauffage et on aurait pu conclure a une thermo-résis- 
tance plus faible. (A _ suwvre.) 
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ASSOCIATION SERUM-ANTIBIOTIQUES 
DANS LA STREPTOCOCCIE EXPERIMENTALE 
DE LA SOURIS 


joeee 1%, LONI (©), 


(Institut Pasteur, Service Chimie Thérapeutigque B) 


En 1940, F. Nitti et Frangoise Bloch [4] signalaient l’avantage 
de Vassociation d’un sérum spécifique et du sulfamide dans le 
traitement des plaies infectées expérimentalement avec W. per- 
fringens chez le cobaye. 

Depuis, de nombreux auteurs ont associé avec succés le sérum 
spécifique a des antibiotiques dans de nombreuses infections ; 
notamment a la pénicilline dans le traitement du tétanos, a la 
streptomycine contre les leptospiroses, le rouget du porc et la 
staphylococcie expérimentale du lapin, a la synthomycine et la 
lévomycine dans les cas graves de diphtérie. 

Dans les expériences que nous rapportons ci-dessous, nous 
avons injecté a des souris du sérum antistreptococcique quelques 
heures avant de les infecter et de les traiter avec du para-amino- 
phényl-sulfamide (1162 F) ou de la pénicilline. 


PREPARATION DU SERUM. 


Le sérum utilisé dans ces expériences a été obtenu chez des lapins 
immunisés avec un vaccin préparé de la facon suivante : quatre souches 
de streptocoques hémolytiques ; deux du groupe A (souches Digonnet 7 
et Richard) et deux du groupe C (souches Griffith et Claude Bernard) 
ont été cultivées dans de l’eau peptonée, glucosée 4 2 p. 1 000. Chacune 
des souches a été ensemencée séparément dans une fiole Fourneau 
contenant 100 ml de milieu. Aprés vingt-quatre heures d’agitation 
4 37° les germes sont recueillis et lavés dans de l’eau physiologique par 
centrifugation. Aprés le deuxiéme lavage, les culots sont a4 nouveau 
émulsionnés dans l’eau salée 4 8 p. 1000, mis en tubes qui sont scellés 
et chauffés au bain-marie 4 60° pendant une heure. Les émulsions des 
quatre souches sont alors mélangées. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 mai 1960. 
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Le mélange contenant environ 40 milliards de germes par millilitre 
(mesurés au photomeétre de Meunier) est dilué dix fois. 

Deux lapins males pesant 2,5 kg (lapin n° 240) et 3 kg (lapin n° 161) 
recoivent, par voie veineuse, deux injections de vaccin par semaine, 
a trois jours d’intervalle pendant cing semaines. 

Chaque lapin a recu_au total : 

2 injections de 2 milliards de germes dans 0,5 ml (17° et 2° injections) 
et 8 injections de 4 milliards de germes dans | ml. 

Trois jours aprés la derniére vaccination les animaux sont saignés 
4 la carotide, le sérum recueilli par décantation est conservé en ampoules 
scellées 4 + 4°, sans antiseptique. 


CONTROLE DE L’ACTIVITE PROTECTRICE DES SERUMS. 


Le pouvoir protecteur des sérums ainsi préparés a été évalué 
chez des souris infectées avec dix souches de streptocoques des 
groupes A et C de notre collection, dont les quatre souches utili- 
sées pour la préparation du vaccin. 

Trois lots de 10 souris de 20 g environ sont utilisés pour chaque 
souche. 


Les germes sont cultivés a 37° dans des tubes contenant 10 ml 
de bouillon plus 1/8 d’ascite. 

Chaque souris recoit, par voie intrapéritonéale, 0,5 ml de dilu- 
tion a 10—* dans le liquide de Tyrode, d’une culture de dix-huit 
heures. Cette quantité représente pour la souris environ 5 000 
4 10 000 doses mortelles en vingt-quatre 4 trente heures. 

Le sérum, dilué dans de l’eau physiologique, est injecté par 
vole sous-cutanée, sous un volume de 0,5 ml, cing heures avant 
infection. 


Pour chacune des souches envisagées, un lot de 10 souris recoit 


une dose équivalant a 0,1 ml de sérum pur, le deuxiéme lot, une 
dose équivalant 4 0,01 ml. 


Les souris du troisiéme lot, non traitées, servent de témoins de 
V infection. 
Les résultats obtenus avec le sérum du lapin n° 240 sont rassem- 


blés dans le tableau I; V’activité du sérum du lapin n° 161 est 
approximativement la méme. 


L’analyse de ce tableau montre que le sérum utilisé a une acti- 
vité protectrice importante. Une seule injection de 0,1 ml, cing 
heures avant l’infection, permet la survie de 60 a 90 p. 100 des 
souris infectées. Cette action est valable pour les souches des deux 
groupes sérologiques, méme quand celles-ci n’ont pas été incor- 
porées dans le vaccin ayant servi a l’immunisation des lapins. 
Seules deux souches du groupe C (Digonnet 2 et Lafont) se sont 
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montrées moins sensibles que les autres 4 l’action du sérum. Il 
est a noter que leur virulence pour la souris est aussi légérement 
inférieure, 

L’administration de 0,01 ml de sérum n’assure qu’une faible 
protection des souris ; c’est donc cette dose que nous utiliserons 
dans les expériences d’association avec le sulfamide et la pénicil- 
line qui sont rapportées plus loin. 


Tasieau I, 
Nombre de souris survivantes chaque jour 
Souches Traitements 
Digonnet 7 Témoins - - - - - - - - = 
serum 0,1 mk 8 8 8 8 8 7 ae if if 
Sree 5S serum 0,01 rae foe ga Meck ee elie ales esta re via 
Richard Témoins = - - 
serum 0,1 mol 9 9 9 
Groupe A serum 0,01 1 } 1 
Kaseeff Témoins al ie) - - 
serum 0,1 aol 10 8 1 7 
EESONHISS serum 0,01 8 10) - - 
Digonnet 6 Témoins 2 (0) - - 
G ¢ serum 0,1 ol 10 10 10 10 
BouRe serum 0,01 10 4 1 ak 
Digonnet 2 Témoins 3 1 0 - - - 
G A ¢ serum 0,1 ol 8 3 2 2 2 2 
acUpe serum 0,01 ml 6 1 1 re) > - 
Griffith Témoins - - - - - - 
serum 0,1 9 9) 9 9 FW 8 
Groupe C serum 0,01 3 3 i 1 1 1 


Claude~Bernard 


Témoins 


c serum 0,1 1 "if 7 ue uf 7 
EONS serum 0,01 3 3 3 3 2 1 
liorve Témoins - - - = S 
serum 0,1 9 8 8 8 8 

Groupes’ serum 0,01 2 1 1 1 1 
Lafont Témoins - - - - - - 
serum 0,1 1 1 1 al at 1 

cetmesns G serum 0,01 2 2 2 2 2 1 
Duteil Témoins - - “5 
serum 0,1 7 (i 6 

Pee serum 0,01 ae eo = 


TRAITEMENT 


ASSOCIATION SERUM-SULFAMIDE DANS LE 


DE LA STREPTOCOCCIE EXPERIMENTALE DE LA SOURIS. 


Les expériences suivantes ont été réalisées avec des souris 
de 20 g environ, infectées d’une part avec la souche de strepto- 
coques Digonnet 7 groupe sérologique A, et d’autre part avec la 
souche Griffith du groupe C. Elles avaient pour but de rechercher 
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si l’apport de sérum immun renforcerait l’action curative du sulfa- 
mide. 


Quatre lots de 10 souris pour chaque souche regoivent par vole 
intrapéritonéale 0,5 ml de dilution a 10—*, dans le liquide de 
Tyrode, d'une culture de dix-huit heures 4 37° en bouillon ascite. 

Le sérum est dilué dans l’eau physiologique et injecté par vole 
sous-cutanée une seule fois, cing heures avant l’infection. Chaque 
souris recoit 0,01 ml de sérum sous un volume de 0,5 ml. 

Le para-amino-phényl-sulfamide (1162 F) en émulsion dans de 
Peau gélosée a 1 p. 1 000 est administré per os par gavage a l'aide 
d’une sonde, 4 la dose de 10 mg par souris. Un premier traitement 
est fait dés l’infection et un deuxieme vingt-quatre heures plus 
tard. 

Les souris du lot n° 1 ont recu le sérum de lapin immunisé 
(0,01 ml). Celles du lot n° 2, le para-amino-phényl-sulfamide seul 


ym WO Bh OT OD N wo O 
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NOMBRE de SOURIS 


(10 mg). Le lot n° 3, 0,01 ml de sérum de lapin vaceiné + 10 mg 
de 1162 F. Les souris du quatriéme lot ont recu 0,25 ml de sérum 
de lapin normal et servent de témoins. 


Les résultats, consignés dans les graphiques a (SH Digonnet 7) 
et b (SH Griffith) de la figure 1 montrent que l'association sérum 
de lapin immunisé-sulfamide augmente d’une fagon trés sensible 
la résistance des souris a l’infection streptococcique: 60 a 70 p. 100 
des animaux ainsi trailés survivent le dixiéme jour apres Vinfec- 
tion, alors que toutes les souris traitées avec le sulfamide ont 
succombé entre le deuxiéme et le huitiéme jour, et celles ayant 


ASSOCIATION SERUM-ANTIBIOTIQUES 437 


regu le sérum seul, entre le premier et le quatriéme jour. D’autre 
part, le sérum de lapin normal méme a forte dose n’influence pas 
l’évolution de la streptococcie expérimentale de la souris. 


ASSOCIATION SERUM-PENICILLINE. 


Les résultats obtenus avec l'association sérum-sulfamide nous 
ont amené a rechercher si la méme action synergique serait 
retrouvée chez des souris traitées avec un antibiotique a activité 
bactéricide, tel la pénicilline. 


Nos expériences ont été réalisées chez des souris infectées avec 
les mémes souches de streptocoques et suivant le méme processus 
que dans les essais avec le sulfamide. 


@® 
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NOMBRE de SOURIS 


(eo) 


Le sérum a été injecté par voie sous-cutanée, une seule fois, 
cing heures avant infection. 

La pénicilline (spécilline G) a toujours été administrée par vole 
sous-cutanée en trois injections. Toutes les souris traitées avec 
cet antibiotique ont recu la premiére injection deux heures apres 
linfection, les deuxiéme et troisiéme, seize heures et vingt-cing 
heures plus tard. 


SH Digonnet 7 (groupe A). 


Six lots de 10 souris chacun ont été utilisés. 
Les souris du lot 1 ont recu 0,01 ml de sérum ; celles du lot 2, 
25 unités de pénicilline, la premiére fois et 12,5 unités & chacune 
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des deux autres injections ; le lot 3, 50 unités de pénicilline plus 
deux fois 25 unités; le lot 4, 0,01 ml de sérum plus 25, 12,5 et 
12,5 unités de pénicilline ; le lot 5, 0,01 ml de sérum plus 50, 25 
et 25 unités de pénicilline ; le lot de souris témoins (6) a recu 
0,25 ml de sérum de lapin normal. 


SH Griffith (groupe C). 

Cette expérience comprend quatre lots de 10 souris. La souche 
Griffith étant moins sensible a l’action de la pénicilline que la 
souche Digonnet 7, l’antibiotique a été administré aux doses de 
50 unités a la premiére injection et 25 unités aux deux injections 
suivantes. 

La figure 2 illustre les résultats de ces deux expériences ; le 
graphique a représente les courbes obtenues avec SH Digonnet 7 
et le graphique b celles réalisées avec SH Griffith. 


Les résultats sont tout aussi favorables qu’avec l’association 
sérum-sulfamide et méme meilleurs en ce qui concerne |’infection 
avec SH Digonnet 7. Toutes les souris témoins ont succombé dans 
les vingt-quatre heures qui ont suivi l’infection. Le sérum et la 
pénicilline seuls, 4 faibles doses, protégent une partie des souris 
pendant quelques jours seulement. L’association de ces deux médi- 
caments, dans les conditions ot nous les avons administrés, permet 
la survie de tous les animaux au dixiéme jour de V’expérience. 


Bien que la souche de streptocoques Griffith soit moins sensible 
a l’action de la pénicilline que la souche Digonnet 7, l’apport de 
sérum se montre, la aussi, trés favorable. “Elle nous a permis 
d’obtenir 40 p. 100 de souris survivantes au dixiéme jour. Les 
souris témoins sont mortes en vingt-quatre heures et celles traitées 
avec le sérum et la pénicilline seuls, en trois jours et quarante- 
huit heures respectivement. 


RESUME. 


Les expériences que nous venons de rapporter démontrent qu’il 
est facile d’obtenir, chez le lapin, en l’hyperimmunisant avec des 
streptocoques virulents des groupes A et C tués par la chaleur, 
un sérum efficace contre la streptococcie expérimentale de la 
souris. 

Cette activité se manifeste contre des infections réalisées avec 
des souches de streptocoques des mémes groupes sérologiques 
(groupes A et C) que celles utilisées pour la préparation du vaccin. 

L’administration de ces sérums, a des doses n’ayant par elles- 
mémes qu'une trés faible action protectrice, renforce considérable- 


ment l’action curative du para-aminophénylsulfamide et de la péni- 
cilline. 
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SUMMARY 


IMMUNE SERUM-ANTIBIOTICS ASSOCIATION IN THE TREATMENT 
OF EXPERIMENTAL STREPTOCOCCAL INFECTIONS IN MICE. 


The author’s experiments show that it is easy to obtain in rab- 
bits an immune serum active in the treatment of experimental 
streptococcal infections in mice : the rabbits are hyperimmunized 
with virulent A and C streptococci killed by heat. 

The immune sera are active against experimental infections 
realized with the same serologic groups (A and C) as those used 
for the preparation of the vaccine. 

These immune sera administered at low doses having by them- 
selves but a very low protective activity, considerably increase 
the curative action of para-aminophenylsulfanilamid and penicillin. 
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Green, Henle et Deinhart [4] ont constaté que la glycolyse aérobie 
de cellules de lignée stable, chroniquement infectées par un virus, est 
dans certains cas trés supérieure a celle des cellules normales. 

Nous avons remarqué d’autre part que le milieu de la souche de 
cellules KB, infectées chroniquement par le Myzxovirus parainfluenzae, 
type III (souche EA 102), établie par Daniel et Chany [2], s’acidifiait 
beaucoup plus rapidement que le milieu des cellules normales. 

C’est pour étudier de facon plus précise la respiration et le métabo- 
lisme glucidique de ces cellules, infectées 4 1’état chronique (KBEa), 
que nous avons examiné leur comportement par rapport aux cellules 
normales (KB) et aux cellules infectées 4 l’état aigu. 


MrrHove. — Les cellules sont traitées au versénate de sodium, comptées 
a Vhémocytométre et mises en suspension dans un milieu a l’hydrolysat 
de caséine, contenant du tris (0,01 M) et 10 p. 100 de sérum de poulain, 
4 raison de 106 cellules par millilitre. 


Dans le cas des cellules infectées a ]’état aigu, 10 millions de cellules KB 


(*) Ce travail a été réalisé dans le cadre d’un programme de recherches 
sur l’infection cellulaire par les virus, grace A une subvention du European 


Research Office, U.S. Department of the Army, contrat n° DA-91-591- 
EVC-1069. 
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sont mises en présence de 10 ml de Myzovirus parainjluenza Il (souche 
EA 102) titrant 1025 (D150). Aprés un temps d’adsorption de vingt minutes 
a la température ordinaire, les cellules sont lavées trois fois et une suspen- 
sion est préparée dans les conditions ci-dessus indiquées. 

Un milliitre de suspension est alors placé dans les microcupules de 
lappareil de Warburg. 0,2 ml d'une solution de potasse a 15 p. 100 est 
introduit dans le puits central. Le bain-marie est maintenu a 37° C. 

A la fin de chaque expérience, les liquides surnageants sont récoltés pour 
un dosage du virus sur cellules KB, un dosage de glucose et un dosage 
d’acide lactique. 

La quantité totale de glucose consommé au cours d’une expérience est 
déterminée par la méthode de Seifter (3], utilisant anthrone pour réactif. 

L’acide lactique produit est déterminé par la méthode de Barker et 
Summerson [4]. 


RésuLtats. — La figure 1, traduisant le résultat de 6 expériences, 
montre une courbe identique pour la respiration des cellules KBEa et 
celle des cellules normales. 

La consommation d’oxygéne des cellules KB, infectées A l'état aigu, 
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est inhibée pendant les premiéres heures de l’infection. Vers la vingt- 
deuxieéme heure de |’infection, elle continue parallélement a celle des 
cellules normales, jusqu’d leur destruction par le virus. 

D’aprés les indications du tableau I, la elycolyse aérobie des cellules 
infectées est nettement supérieure A celle des cellules normales ; on 
constate une augmentation corrélative de la consommation de glucose. 

A la fin de l’expérience, poursuivie pendant quarante-deux heures, 
la production d’acide lactique par les cellules infectées de fagon aigué 
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apparait inférieure 4 celle qui est obtenue dans le cas de cellules nor- 
males. ; 

Il semble qu’on puisse expliquer ce résultat par le fait qu’au bout de 
vingt-deux heures Je nombre des cellules viables dans toutes les 
cupules est & peu prés le méme. Aprés quarante-deux heures, le virus, 
en se multipliant (comme on peut le constater d’apres le titre obtenu 
dans les surnageants), a détruit un grand nombre de. cellules. En 
effet, si l'on compte les cellules, on trouve pour les cellules KB 1 cellule 
morte pour 10 vivantes, la proportion atteignant 50 p. 100 dans le cas 
des cellules infectées. 


Tantrau J. — Titrage des surnageants. 
ACIDE LACTIQUE GLUCOSE CONSOMME Tae 
propuir EN pg/ml EN pg/ml +6 MiGs BA 1D 
DE MILIEU DE MILIEU (D150) 
PAR 106 cELLULES PAR 10® CELLULES 
Aprés 22 heures 
d’expérience : 
KIBi ajerere arorens stevars 329 607 0 
ISBIAN ge Saye epacenece 430 630 108,5 
KBG) stenceesnecte 527 735 103,5 
Aprés 42 heures 
d’expérience : 
KB Gace teiteaeenne 586 961 0 
BIA copePtescaei sy ove 575 912 105 
KBG@! =. naemirenees 760 1105 103,75 
Discussion. — Placées dans des conditions expérimentales identiques, 


les cellules KBEa, chroniquement -infectées par le Mysxovirus para- 
influenza III, ont une glycolyse aérobie supérieure a celle des cellules 
normales ; mais elles se multiplient et respirent comme les cellules 
normales. 

Leur morphologie ne différe de la cellule normale que par la pré- 
sence de quelques syncytiums de petite taille et de rares inclusions 
intracytoplasmiques qui révélent la présence du virus éliminé dans le 
surnageant A un titre constant. 

Le mécanisme par lequel le virus augmente la production d’acide 
lactique par les cellules n’est pas connu. 

Certains auteurs ont observé ce phénoméne ; ainsi Henle [5] a étudié 
le métabolisme des cellules MCN (d’origine leucémique), infectées par 
le virus de Newcastle, par le virus ourlien ou par le Myxovirus para- 
influenzae I. Ces cellules respirent normalement, mais ont une glyco- 
lyse aérobie accrue par rapport aux cellules MCN normales. 

D’autre part, Isaacs et Lindenmann [6] ont isolé, 4 partir de cellules 
infectées, une substance, « Jl interféron », qui stimule la production 
d’acide lactique et inhibe légérement la consommation d’oxygéne des 
cellules [7]. Chany [8] a isolé une substance rappelant l’interféron 
a partir des cellules KB, infectées 4 ]’état aigu et chronique par le 


Myzovirus parainfluenzae III. C’est ce systtme que nous avons utilisé 
pour ce travail. 
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On peut émettre l’hypothése que l’augmentation de la glycolyse par 
Jes cellules infectées est en rapport avec la production d’interféron ou 
de substances voisines. D’autre part, comme la diminution du pH joue 
un role inhibiteur dans la multiplication virale [9], on peut supposer 
qu’elle contribue a Jlétablissement .d’une infection chronique des 
cellules par un virus. 


Résumé. — La consommation d’oxygene des cellules KBEa chroni- 
quement infectées par le virus Ea 102 et des cellules KB normales est 
identique. . 

La glycolyse en phase aérobie des cellules infectées est nettement 
supérieure a celle que l’on constate chez les cellules normales. 


SUMMARY 


RESPIRATION AND GLYCOLYSIS OF KB CELLS INFECTED 
witH Myzovirus parainfluenzae type III. 


O, uptake of KBEa cells infected with Ea 102 virus and O, uptake 
of normal KB cells are identical. 

Aerobic glycolysis of infected cells is markedly higher than that of 
normal cells. 


* 
xk 


Nous exprimons tous nos remerciements au D™ C. Chany, qui a bien 
voulu mettre 4 notre disposition la souche KBEa et nous faire bénéficier 
de son expérience. 
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UN MILIEU SIMPLE 
POUR L’ISOLEMENT DES STREPTOCOQUES 


par G. MOUSTARDIER, Ch. DULONG DE ROSNAY, P. DU PASQUIER 
et J. LATRILLE. 


(Laboratoire de Bactériologie, Faculté de Médecine et de Pharmacie, 
Bordeaux [professeur G. Mousrarnier J.) 


Au cours de recherches sur la kanamycine, nous avons été frappés 
de la résistance régulitre de toutes les souches de streptocoques a cet 
antibiotique et de la netteté des caractéres de l’hémolyse streptococ- 
cique sur milieux au sang kanamyciné. 

Nous avons pensé pouvoir appliquer ces données a la préparation d’un 
milieu sélectif pour les streptocoques, qui n’aurait pas |’inconvénient 
de modifier les propriétés hémolytiques des germes, comme le font les 
milieux a l’azide de sodium et au cristal violet [4, 2, 3, 4]. 

Au cours d’essais préliminaires, nous avons ensemencé des produits 
pathologiques, 4 flore trés mélangée, sur des géloses au sang contenant 
des quantités variables de kanamycine. Ces expériences nous ont 
montré que, si les streptocoques se développaient bien sur ces milieux 
a la kanamycine, on était souvent géné par la présence de champignons 
du type Candida, qui y trouvaient également des conditions de culture 
favorables. 

Pour éviter cet inconvénient nous avons réalisé un milieu, addi- 
tionné de kanamycine et de mycostatine, qui permet la pousse des 
streptocoques, tout en inhibant la croissance des éléments fongiques. 


TECHNIQUE. 


A un milieu de base composé de: 


IDpdimeuny le. \ymeyavekem UNCED) GaroosnAcunoonscouaouacoscond 3 2 
Bactopeptane™ (DiC) Mase: trai aera ee eee eens 5g 
Tryptose-(DiiCo)) \s.aiec conte ee ee ee: 62 
INU, 9 sazesautiiye caratsvalenaatetelce ayeiteuaita tate UA He eae ea eee ee 5g 
Géloser CDWCO) i: aussie depts teers eer chee esa eee ee ee 15 g 
HOF distilléessumsvercessqa sper eee eee eee 1 000 ml 
19): MErmmornEocrce nao ema Hom ron Hien as sansOce os se amt aode bone 7,4 


réparti en flacons & raison de 23 ml par flacon et stérilisé vingt minutes 
& 120°, ajouter, au moment de l'emploi, au milieu fondu et maintenu a4 50° - 
20 gouttes de sang de cheval réchauffé a 37° ; 
25 wg de kanamycine par millilitre de milieu (dans un volume de 1 em’) ; 
2 wg de mycostatine par millilitre de milieu (dans un volume de 1 cm). 
Couler en boites de Petri de 10 cm de diameétre. 
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L’ensemencement peut étre fait en surface, en masse, en profondeur, 
entre deux couches de gélose, sans modification du résultat. 

En général, nous ensemencons directement en surface A partir du produit 
pathologique ou dun écouvillon chargé. 


DiscUSSION ET JUSTIFICATION DE LA TECHNIQUE. 


1° La quantité de kanamycine incorporée au milieu n’a pas une 
importance majeure. Les streptocoques poussent en général aussi bien 
sur des milieux contenant 25, 30, 40 ou 50 pg de kanamycine au 
millilitre. Toutefois, nous préférons utiliser la concentration de 25 pg 
au millilitre, qui est suffisante pour inhiber la pousse de la majorité 
des germes saprophytes et qui est sans action sur toutes les souches de 
streplocoques que nous avons étudiées. 


2° Le milieu n’est pas inhibiteur pour les streptocoques. 


12 souches de collection des types A, B, C, D (fecalis, zymogenes, 
durans, hemolyticus), E, K, L, M, N, sanguis, M.G., ont été ensemencés 
sur gélose au sang ordinaire et sur gélose 4 la kanamycine. 

Les souches ont poussé sur les deux milieux avec une abondance et 
des caractéres d’hémolyse identiques, sauf un Streplococcus sanguis qui 
ne s'est pas développé. 

La méme expérience a été faite avec des souches de streptocoques 
récemment isolées de malades: dont 8 souches de streptocoques du 
groupe A, 4 souches du groupe D, 13 souches de streptocoques non 
typables sérologiquement (4 souches de Sit. sanguis, 2 souches de 
St. mitis, 3 souches de St. salivarius, 4 souches de streptocoques y 
hémolytiques non identifiées). 

Le comportement de tous les germes fut identique sur gélose au 
sang et sur gélose 4 la kanamycine. 


3° Le milieu est sélectif. 


a) Les souches précédentes ont été mélangées 4 des cultures d’entéro- 
bactéries diverses (£. coli, E.O. 55 B. 5, Proteus vulgaris, Proteus 
rettgeri, Salmonella, Shigella), 4 des stapbhylocoques pathogénes, du 
B. subtilis, des Pseudomonas. Ces mélanges de souches ont été ense- 
menceés : 

o) Sur gélose a la kanamycine, 

B) Sur milieu 4 l’azide de Na et au cristal violet, 

y) Sur gélose au sang aprés purification par la méthode de Pearce. 

Tous nos streptocoques ont pu étre réisolés par les trois méthodes, 
mais plus facilement sur gélose A la kanamycine que par les deux 
autres techniques. 


b) Cinquante produits pathologiques polymicrobiens (crachats, pré- 
lévements de gorge) furent ensemencés sur gélose a la kanamycine. 
Dans tous les cas, on obtient des streptocoques a ]’état pur sur gélose 
a la kanamycine. Sur gélose au sang ordinaire et sur milieux a l’azide 
de sodium l’isolement fut beaucoup plus laborieux. 

Par ailleurs, il semble que dans bien des cas la pousse des strepto- 
coques en milieu a la kanamycine soit plus rapide et plus abondante 
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que sur gélose au sang ordinaire ; les caracteres d’hémoylyse sont par- 
ticuligrement nets, les streptocoques poussent en vingt-quatre heures. 
Dans quelques cas, nous avons observé la pousse de colonies de germes 
saprophytes, mais aprés plusieurs jours d’incubation du milieu a 37°. 

Ce milieu, que nous utilisons comme milieu de routine dans notre 
laboratoire, parait, en raison de sa simplicité et de la fidélité des 
résultats qu’il fournit, particuligrement adapté a l’isolement des strep- 
tocoques, aussi bien en pratique hospitalitre qu’au cours d’enquétes 
épidémiologiques. 

RESUME. 


Nous décrivons un milieu au sang: une gélose au sang additionnée 
de kanamycine et de mycostatine permettant la pousse des strepto- 
coques, tout en inhibant celle de la plupart des germes saprophytes. 
Ce milieu peut rendre des services dans les laboratoires de clinique et 
pour les enquétes épidémiologiques. 


SUMMARY 


A SIMPLE MEDIUM FOR ISOLATION OF STREPTOCOCCI. 


The authors describe a blood-agar-medium containing kanamycin 
and mycostatin, allowing the development of streptococci and inhibi- 
ting most of the saprophytic germs. This medium may be useful in 
clinical laboratories and in epidemiological surveys. 
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UNE METHODE CHIMIQUE DE DOSAGE 
DE LA KANAMYCINE DANS LES MILIEUX BIOLOGIQUES 


par G. MOUSTARDIER, Ch. DULONG DE ROSNAY, 
J. DUFAU-CASANABE, P. DU PASQUIER et J. LATRILLE. 


(Laboratoire de Bactériologie, Faculté de Médecine et de Pharmacie, 
Bordeausz [professeur G. MousTarpieR].) 


I. — CHOIxX D’UNE REACTION COLOREE PERMETTANT UN DOSAGE 
DE LA KANAMYCINE. 


La kanamycine possédant dans sa molécule deux restes osidiques 
donne, avec une plus ou moins grande intensité, les réactions du type 
Molisch. C’est ainsi que l’orcinol, l’anthrone, les naphtols, le car- 
bazol, etc., donnent, en milieu sulfurique, des colorations rouges ou 
violettes. Afin de déterminer la technique qui donnait les meilleurs 
résultats aux points de vue sensibilité, reproductibilité et proportion- 
nalité de la coloration obtenue, nous avons étudié comparativement ces 
diverses réactions. Notre choix s’est finalement porté sur la réaction au 
carbazol pratiquée selon la technique suivante : 

0,5 ml d’une solution de kanamycine en eau distillée est placé dans 
un tube a essais avec 4 ml de mélange boro-sulfurique (1) et porté au 
bain-marie bouillant pendant dix minutes. Aprés refroidissement on 
ajoute 0,5 ml d’une solution saturée de carbazol dans l’alcool 4 95° et 
on porte de nouveau cing minutes au bain-marie bouillant. 

Il se développe dans ces conditions une coloration violette, encore 
perceptible pour 2 ng de kanamycine dans la prise d’essai, qui suit la 
loi de Beer-Lambert, la lecture se faisant par rapport & un témoin 
obtenu en traitant 0,5 ml d’eau distillée dans les mémes conditions. 
La réaction pratiquée ainsi se préte donc parfaitement & un dosage 
colorimétrique. 10 yg de kanamycine dans la prise d’essai donnent une 
densité optique de 0,15. La précision de la méthode est de + 5 p. 100. 


Il. — DosAGE DE LA KANAMYCINE DANS LES MILIEUX BIOLOGIQUES. 


Cette réaction ne peut pas étre pratiquée directement sur les milieux 
biologiques (urine, sang, bouillon de culture, etc.) par suite de la 
présence de molécules osidiques diverses qui interférent sur le dosage. 
Nous avons donc étudié dans chaque cas particulier une méthode de 
séparation quantitative de la kanamycine. Ces méthodes sont basées sur 
les remarques suivantes : 


a) Certains sels de kanamycine: sulfates, phosphates, oxalates et 
ferrocyanures, précipitent en milieu acide par addition de 2 4 5 volumes 


(1) Mélange sulfoborique : acide sulfurique 4 1650 g par litre, dans lequel 
on dissout 5 p. 100 d’acide borique. 
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d’acétone. Les anions qui précipitent la kanamycine sont, on le voit, 
les réactifs habituels de précipitation de l’ion calcium en milieu aqueux, 
précipitation qui se fait encore mieux en milieu acétonique. Dot: la 
possibilité de précipiter la kanamycine et de l’entrainer quantitati- 
vement dans un précipité de sel de calcium en milieu acétonique. 


b) Les molécules osidiques simples ne précipitent pas dans ces condi- 
tions. Par contre, certains polyosides complexes, tels que les muco- 
polysaccharides urinaires, sont précipités et faussent le dosage. D’ou 
la nécessité de les hydrolyser préalablement par chauffage en milieu 
acide dans des conditions telles que la kanamycine ne soit pas hydro- 
lysée (ou la précipite encore quantitativement aprés une demi-heure de 
chauffage au bain-marie bouillant en milieu sulfurique au 1/10: 
1 volume d’acide sulfurique pur pour 10 volumes de solution de kana- 
mycine). 


Sur ces remarques sont basées les techniques suivantes : 


1° Gas de lV’urine. — 10 volumes d’urine filtrée sont additionnés de 
1 volume d’acide sulfurique pur et le mélange est porté une demi-heure 
au bain-marie bouillant. On filtre éventuellement si le liquide est 
trouble. Dans un tube a centrifuger on place 1,1 ml de filtrat (corres- 
pondant a 1 ml d’urine), 0,1 ml de solution phospho-calcique (2) et 5 ml 
d’acétone. On centrifuge, décante le liquide surnageant et fait évapo- 
rer toute trace d’acétone au bain-marie ou 4 l’étuve. Le culot de centri- 
fugation est repris par 1 ml d’eau distillée. On fait la réaction au carbazol 
sur 0,5 ml de cette solution. 

Dans le cas d’une urine renfermant des quantités importantes de 
sucre il est nécessaire de laver le précipité par une double précipitation. 

Dans ces conditions, les essais effectués sur des urines qui ne 
renferment pas de kanamycine ne donnent pas une densité optique 
supérieure 4 0,06. Dans les urines additionnées d’une quantité connue de 
kanamycine, celle-ci est retrouvée quantitativement 4 + 5 p. 100 prés. 


2° Cas du sang. — Le sérum est déféqué par la méthode classique a 
Vacide trichloracétique (1 volume d’acide trichloracétique A 20 p. 100 
pour 1 volume de sérum). Le filtrat trichloracétique est additionné du 
1/10 de son volume d’acide sulfurique et porté une demi-heure au bain- 
marie bouillant. On continue comme pour l’urine en prenant 2,2 ml 
d’hydrolysat (correspondant 4 1 ml de sérum), auquel on ajoute 0,2 ml 
de solution phosphocalcique (2) et 10 ml d’acétone. Le précipité est 
repris par 0,5 ml d’eau sur lesquels on fait directement la réaction au 
carbazol. 

Avec un sérum qui ne renferme pas de kanamycine le dosage effectué 
dans ces conditions donne toujours une coloration de base correspondant 
a une densité optique de 0,20 environ. Il ne nous a pas été possible 
de déterminer la nature des composés responsables de cette coloration 
parasite. Il en résulte que le dosage de la kanamycine dans le sang d’un 
Sujet ayant recu une injection intramusculaire de cet antibiotique 


(2) Solution phosphocalcique : chlorure de calcium, 1 g; phosphate diso- 
dique, 4 g; eau distillée, 100 ml. Ajouter quelques gouttes d’acide chlorhy- 
drique jusqu’é dissolution compleéte. _ 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 449 


nécessite un témoin fait par le sang prélevé avant Vinjection. Par 
ailleurs, et moyennant cette précaution, la kanamycine est retrouvée 
quantitativement a + 5 p. 100 prés, dans un sérum additionné d’une 
gquantité connue d’antibiotique. 


3° Cas dun milieu de culture liquide. — Nous avons pu vérifier que 
Ja méme méthode (hydrolyse sulfurique préalable et précipitation en 
milieu acétonique) permet de retrouver quantitativement la kanamy- 
cine ajoutée & un milieu de culture liquide tel que bouillon ou eau 
peptonée. 


DiscuSSION. 


La méthode de dosage chimique de la kanamycine que nous décri- 
yons permet de retrouver quantitativement cet antibiotique avec une 
précision de + 5 p. 100 dans les milieux biologiques. La réaction est 
encore sensible lorsqu’elle se fait sur une solution a 4 ug/ml. Mais cette 
méthode permet de faire des dosages sur des solutions encore plus 
diluées grace A la possibilité de concentrer sous un faible volume l’anti- 
biotique isolé a partir d’une prise d’essai importante. 


RESUME. 


Nous décrivons une méthode de dosage colorimétrique de la kana- 
mycine, appliquée aux divers milieux biologiques (sang, urine, milieux 
de culture). Elle repose sur la coloration stable que donne la kana- 
mycine avec le carbazol en milieu sulfurique. Elle est sensible 4 4 ng/ml 
et précise A + 5 p. 100 pres. 


SUMMARY 


A CHEMICAL METHOD FOR THE ASSAY OF KANAMYCIN IN BIOLOGICAL MEDIA. 


The authors describe a colorimetric technique for the assay of kana- 
mycin in various biological media (blood, urine, synthetic culture 
media) : kanamycin yields a stable coloration with carbazol in sulfur 
containing media. The method allows to detect 4 wg of kanamycin 
per ml, and has a precision of + 5 p. 100. 
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MICROFLORE D’UN LAC SALE SAHARIEN 
par J. BRISOU. 


(Ecole de Médecine de Poitiers) 


Sur le territoire de Touggourt, au nord-est du Sahara, on rencontre 
d’assez nombreuses étendues d’eau salée et des trous d’eau saumatre. 
A Voccasion d’un récent voyage dans ces régions il nous a été possible 
d’effectuer un prélévement au centre d’un petit lac situé a proximité 
de la palmeraie d’El Hadjira. La profondeur de cette retenue d’eau 
est évaluée A plus de 200 m. L’eau soumise aux analyses fut prélevée 
en surface, A environ 20 m de la berge, l’aprés-midi, donc en période 
d’insolation. 

Chimiquement il s’agit d’une eau salée a 32 g par litre de chlorure 
de sodium ; elle contient en outre une forte proportion de sulfates, 
du calcium et du magnésium. Nous n’avons trouvé ni iode, ni nitrites. 

Cette eau fut ensemencée sur des milieux variés : milieux complexes, 
SS, gélose lactosée tournesolée, milieux synthétiques, milieu de 
van Delden modifié par Sénez [4] pour la culture des Desulfovibrio. 
Les cultures furent incubées tant6t a 37°, tantét & 20° ou a 18°. Un 
échantillon fut chauffé & 100° pendant quarante secondes pour 
recherche des bactéries sporulées, et ensemencé en milieu VF. Une 
premiére notion se dégage des résultats obtenus : l’absence totale de 
bactéries & Gram positif. Sur aucun milieu nous n’en avons obtenu 
de cultures. 


RESULTATS. 


En dehors de ce résultat négatif l’eau étudiée a donné les cultures 
suivantes : ; 


Une levure croissant aussi bien sur les milieux salés que les milieux 
i Veau douce. Elle offre les caractéres essentiels des Saccharomy- 
cetoideae. Une flore abondante exclusivement & Gram négatif, aérobie. 


Dans cette flore furent isolées des especes halophiles obligatoires et des 
espéces indifférentes. 


C’est cette flore que nous allons examiner maintenant : 


1° Flore halophile obligatoire : 

Un vibrion: V. beijerinckii ; 

4 Achromobacter : Achr. perfectomarinus, Achr. thalassius, Achr. 
agile, Achr. hypothermis ; 

1 Chromobacteriae 4 pigment jaune : Empedobacter. 


2° Flore indifférente @ la salinié: Achromobacter liquidum, Achr. 
ureasophorum. 


L’identification de ces bactéries n’a présenté aucune difficulté sur le 
plan taxinomiqjue. Elles avaient les caractéres classiques décrits dans 
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les traités. Nous résumons toutes les propriétés biochimiques essen- 
tielles dans un tableau d’ensemble qui compléte certains caractéres 
d’espéces insuffisamment étudiées. 

Dans la routine de nos recherches nous éprouvons en effet le 
comportement des germes sur 16 sucres, l’action sur la phénylalanine, 
le tryptophane et l’arginine. 


TaBLeEAu I, 


| 


Achr..hypothermis 
Achr.perfectomarinus 
Achr.ureasephorum 
Enp.marismertui 


V,beijerinckii 
Achr.thalassius 


Achr.liquidun 


Candida* 
probable. 


Mobilité 
Gélatine 
Nitrites 
Lactose 


Glucose 
Arabinose 
Xylose 


Rhamnose 


Galactsoe 


Levulese 
Mannite 
Dulcite 
Adonitol 
Inositol 
Serbitol 
Maltose 
Saccharose 
Esculine 
Lait 

Uréo 
Indole 
H2S 
Citrate 


Arginine 


Pigment 
Halophilie 


—, négatif. +, positif. x, faible. APP, acide phényl-pyruvique. TDAM, tryptophane- 
désaminase. VG, Voges-Proskauer. RM, rouge de méthyle. 
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Ces especes, Achr. perfectomarinus, thalassius en hypothermis sont 
classiquement des bactéries décrites dans les dépots marins. . 

Achr. agile, dont nous avons eu a plusieurs reprises [5] | occasion 
donné des cultures positives pour 1 vibrion halophile (V. beijerinckit), 
da sans doute s’adapter ici & l’halophilie. Il ne s’agit donc que d’une 
variélé. 

Achr. liquidum, connu depuis 1889, a été retrouvé en 1956 sur des 
merlans de l’Adriatique par Gianelli [2]. La présence de cette espece 
dans un lac saharien en confirme le cosmopolitisme et la grande 
adaptabilité. 

Achr, ureasophorum fut isolé pour la premiére fois de dépdts 
marins. I] n’est donc pas surprenant de le retrouver ici. Notre souche 
possédait les caractéres majeurs de l’espéce type décrite par Campbell 
et Williams en 1951 [3]. Enfin le vibrion a pu étre identifié 4 l’espece 
beijerinckii habituellement rencontrée elle aussi dans les eaux salées. 


Discussion. — L’eau salée du Sahara parait donc avoir le méme 
caractére sélectif que les eaux de mer en général. Bien entendu nos 
recherches ne portent que sur un prélévement de surface 4 20 m du 
bord, et non sur les vases et dépdts. Il n’y a pratiquement pas de vie 
animale dans l’eau de cette petite formation, aucun poisson, aucun 
batracien. Tout autour, cependant, on note de nombreuses traces d’ani- 
maux terrestres dont les déjections viennent certainement souiller 
les eaux du lac. Certaines espéces microbiennes (Achr. agile) ont survécu 
et ont méme pu s’adapter a la salinité pour donner une variété halo- 
phile. 

Toutes les bactéries Gram-positif sont éliminées. En surface, on ne 
rencontre pas d’anaérobie, pas de bactéries sporulées. 

Malgré l’emploi de milieux sélectifs nous n’avons obtenu aucune 
colonie de Desulfovibrio, pas de sulfato-réducteurs. Sans doute faut-il 
les rechercher dans les vases. Il ne nous a pas été possible d’effectuer 
cette investigation. 

Empedobacter marismortui mérite enfin une mention particuliére. 
C’est en effet une bactérie connue seulement par la description qu’en 
a donné Volcani en 1940 lorsqu’il l’isola de la Mer Morte [4]. La 
souche israélienne élaborait un pigment jaune orange, la souche saha- 
rienne donne un pigment jaune citron. Il semble que ce soit la seule 
différence. L’action de ce germe sur l’urée était inconnue, notre souche 
s'est révélée rapidement uréolytique en milieu de Ferguson. 

En définitive, nous retrouvons dans le petit lac salé d’El Hadjira des 
bactéries halophiles parfaitement connues habituellement retrouvées 
dans les eaux de mer, quelles que soient les positions géographiques : 
Océan Atlantique, Océan Pacifique, Méditerranée, Mer Morte. Il serait 
intéressant de poursuivre des recherches systématiques sur la micro- 
flore des lacs sahariens et d’effectuer les prélévements aussi bien en 
surface qu’en profondeur. Ces lacs pars¢ment les territoires pétroliféres, 
de telles études ne seraient pas sans intérét. 


Conciuston. — Une prospection bactériologique effectuée dans un 
petit lac saharien situé entre Touggourt et El Hajira, dans la région 
nord-est du Sahara, révéle une microflore trés sélectionnée, exclusive- 
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ment a Gram-négalif, & l’exception d’une levure. L’eau de surface 
prélevée 4 20 m de la berge de ce lac, profond de plus de 200 m, a 
donné des cultures positives pour 1 vibrion halophile (V. bejerinckii), 
4 Achromobacter halophiles, 2 Achromobacter indifférents A la salinité, 
1 Empedobacter. Ces germes ne sont pas nouveaux, ils sont des hétes 
connus des milieux marins. La flore microbienne de ce lac saharien 
est donc comparable a la flore des océans et a la flore de la Mer Morte. 
Emp. marismortui n’était en effet connu que par les études d’Eléazar 
Volcani effectuées sur les eaux de cette mer fermée. 


SUMMARY 


THE MICROFLORA OF A SAHARIAN LAKE. 


The microflora of a small 200 meter deep lake in the north-eastern 
region of the Sahara has been studied : it is a very selected flora, all 
of the microorganisms being Gram negative except one yeast. Positive 
cultures have been obtained from the water taken 20 meters from the 
bank, of 1 halophilic vibrio (V. beijerinckii), 4 halophilic Achromo- 
bacter, 2 Achromobacter indifferent to salinity, and 1 Empedobacter. 

These are no new germs ; they are well-known hosts of sea water. 
The microflora of this Saharian lake is therefore similar to that of 
the Dead Sea ; Emp. marismortui was only known by E. Volcani’s 
studies carried out on the waters of this closed sea. 
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ACTION DE LA BILE SUR LA CROISSANCE 
DE CERTAINES BACTERIES ANAEROBIES 


A GRAM-NEGATIF 


par H. BEERENS et M. M. CASTEL. 
(avec la collaboration de R. ABRAHAM) 


(Instiut Pasteur de Lille) 


La bile a été utilisée par un de nous dans la préparation d’un 
milieu d’isolement des bactéries anaérobies & Gram-négatif [4]. Son 
action n’est pas seulement sélective, elle est aussi élective, certaines 
especes se trouvant hautement favorisées par sa présence. Ce carac- 
tere peut méme constituer un élément de différenciation. Nous nous 
proposons de décrire ici les modalités de recherche de l’action de la 
bile et les résultats que l’on peut en attendre. 


180 souches ont été étudiées. 


a) 100 appartiennent a la famille des Bacteroidaceae genre Bacteroides 
(Bergey, 1957) [2] ou aux genres Pasteurella, Ristella, Capsularis 
(Prévot, 1957) [3]. Elles répondent aux caractéres des Bacteroides décrits 
par Eggerth et Gagnon [4] et ont été identifiées selon la clef de déter- 
mination donnée par ces auteurs. I] s’agit des espéces B. convexa 
(46 souches), B. incommunis (80 souches), B. variabilis (20 souches), 
B. uncata (1 souche), B. fragilis (1 souche), B. tumida (1 souche), 
B. vulgatus (1 souche). 

b) 50 se classent dans Je genre Spherophorus (Prévot, 1957 ; Bergey, 
1957). Elles comprennent les espéces Sph. funduliformis (20 souches), 
Sph. necrophorus (20 souches), Sph. freundii (10 souches). 

c) 30 appartiennent au genre Fusiformis (Prévot, 1957) ou Fuso- 
bacterium (Bergey, 1957). Tl s’agit de Fusiformis fusiformis (16 souches), 
Fusiformis nucleatus (2 souches), Fusiformis polymorphus (2 souches), 
Fusiformis biacutus (10 souches). 

Les bactéries étudiées sont préalablement cultivées sur base semi- 
solide glucosée décrite antérieurement [5] et dont nous rappelons la 
formule : peptone trypsique, 10 g ; extrait de viande, 3 ©; extrait de 
levures, 5 g ; glucose, 10 g; cystéine (Chte), 0,30 g; chlorure de 
sodium, 5 g; agar (Difco), 0,40 ¢@; eau distillée, 1000 ml 
pH, 7,2-7,4. Elle est répartie en tubes de 160 x 16 A raison de 12 ml 
approximativement et stérilisée par autoclavage A 115° pendant trente 
minutes. Elle est régénérée avant l’emploi. 

Le milieu bilié se prépare ainsi: protéose peptone n° 3 (Difco), 


10 g ; extrait de levures, 0,50 g ; glucose, 5 g ; chlorure de sodium, 5 pes 
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agar (Difco), 5 g ; eau distillée, 1000 ml; pH, 7,2-7,4. Il est réparti 
en tubes de 180 x 9 a raison de 4,5 ml par tube et stérilisé par auto- 
clavage 4 115° pendant trente minutes. Au moment de l’emploi, apres 
fusion au bain-marie bouillant, on ajoute A chacun d’eux 0,5 ml de 
bile de boeuf stérile pour obtenir une concentration finale de 10 p. 100. 
Un milieu témoin est également préparé ; il ne contient pas de bile. 

En partant d’une culture en base glucosée de vingt-quatre 4 quarante- 
huit heures, on inocule 2 tubes de chacun de ces 2 milieux (bile et 
témoin), au moyen d’une effilure de pipette Pasteur fermée (méthode 
de l’épuisement). On les incube A 37°, et on observe durant trois ou 
quatre jours. 

Dans ces conditions, trois éventualités sont possibles: la bile favo- 
rise, inhibe ou ne modifie pas la culture. 

L’action favorisante a été observée pour les 100 souches de Bacte- 
roides. 

a) Aprés vingt-quatre heures d’incubation aucun développement n’est 
apparu dans le témoin mais en milieu bilié 40 souches ont présenté 
un début de croissance révélé par un léger trouble apparaissant dans 
la profondeur. La zone aérobie de surface reste limpide. 

b) Aprés quarante-huit heures, quelques souches (20) cultivent dis- 
crétement dans le témoin ; toutes le font en présence de bile et la 
différence entre témoins et milieux biliés se précise encore davantage. 

c) Aprés soixante-douze heures, le contenu des deux tubes biliés est 
opacifié par suite d’une abondante culture du germe accompagnée dans 
de nombreux cas par la précipitation des sels biliaires autour des 
colonies. Ce dernier phénoméne est fonction de l’acidification engendrée 
par le développement bactérien. I] est plus prononcé avec les souches 
fraichement isolées. A ce moment, 50 souches environ ont présenté 
un léger développement dans le milieu témoin ; les autres n’ont pas 
cultivé. 

La bile n’a pas d’action sur le développement des 50 Spherophorus 
et des 10 Fusiformis biacutus étudiés. Les cultures en milieux témoins 
et biliés sont apparues identiques. La dislocation de la colonne d’agar 
due 4 la production de gaz était la méme dans les deux cas. 

L’action inhibitrice de la bile a été constatée vis-a-vis des Fusiformis 
fusiformis, Fusiformis nucleatus, Fusiformis polymorphus. Elle a été 
compléte avec 10 souches de Fusiformis fusiformis et partielle seule- 
ment avec 6 de la méme espéce ; cependant la croissance a toujours 
été moins importante que dans les témoins. Le développement de Fusi- 
formis nucleatus et Fusiformis polymorphus a été inhibé. 

Ainsi la bile semble jouer pour certaines espéces anaérobies 4 Gram- 
négatif le réle d’un facteur de croissance. De nombreux fractionne- 
ments ne nous ont pas permis d’isoler la substance favorable interve- 
nant. Nous savons seulement que son action n’est pas lige a la présence 
de sels biliaires. Ainsi le désoxycholate introduit dans le milieu témoin 
4 la concentration de 1 p. 1500 empéche la croissance des germes favo- 
risés par la bile. Cette derniére, ajoutée au milieu contenant le sel 
biliaire, la permet au contraire. 

La constance des résultats obtenus, la_ sélectivité de cette action 
incitent 4 individualiser un groupe des « anaérobies 4 ‘Gram-négatif 
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favorisés par la bile ». Il est représenté par la plupart des espéces 
décrites par Eggerth et Gagnon sous le terme générique, conservé 
d’ailleurs par Bergey, de Bacteroides (1957). Celles-ci sont classées par 
Prévot dans plusieurs genres : Pasteurella pour les espéces converus 
et vulgatus ; Ristella pour fragilis, iné¢ommunis, uncata, tumida ; 
Capsularis pour V’espece variabilis. Dans la classification de Bergey, il 
est donc possible de réunir ces germes dans le groupe des « Bacteroides 
favorisées par la bile ». Dans celle de Prévot, plusieurs genres sont en 
cause, mais de nombreux arguments plaident en faveur du regrou- 
pement de ces espéces en un seul et méme genre. L’un de ses caractéres 
distinctifs serait d’étre favorisé par la bile. 
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A PROPOS D’UNE CULTURE DE SH. SONNEI 
ISOLEE DE GLACE ALIMENTAIRE 


par S. SZTURM-RUBINSTEN, R. CHAMFEUIL (*), M. HUET (**) 
et J. MENANTAUD (*). 


(Cc. N. R. S. et Institut Pasteur, Service de Microbie Générale) 


En janvier 1960 le D™ Huet a adressé au Centre National des Shigelles 
quatre souches de Sh. sonnei isolées par le D™ Chamfeuil (1) dans le 
laboratoire de 1’Hépital Maritime de Sidi-Abdallah. Les renseignements 
qui accompagnaient les souches étaient les suivanis : 


Une petite épidémie de diarrhée sanglante et fébrile a éclaté au 
Cercle Naval de Ferryville. Trois coprocultures pratiquées ont permis 
disoler sur SS des souches de Sh. sonnei. L’enquéte épidémiologique 
a Gliminé la plupart des aliments et le soupcon s’est porté sur la glace 
alimentaire. En effet la culture de la glace a confirmé cette supposi- 
tion, Sh. sonnei a pu étre isolée sur gélose lactosée. 


(*) Hopital Maritime Sidi-Abdallah, Tunis. 

(**) Institut Pasteur, Tunis. 

(1) Adresse actuelle : Laboratoire de Bactériologie, Hopital Maritime Sainte- 
Anne, Toulon. 
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Comme Veau qui sert a fabriquer la glace est surveillée et propre, 
elle a probablement été souillée au cours des manipulations par un 
porteur de germes. Celui-ci n’a pu ¢tre décelé, car dés que l’enquéte 
a di étre menée dans l’entreprise fournissant la glace elle s’est 
heurtée €& une incompréhension et une mauvaise volonté manifestes. 

Dans le Service des Shigella l’un de nous a procédé A une étude 
biochimique de ces souches et a déterminé leur lysotype A l’aide des 
bactériophages d’Hammarstrém [4]. 

Cette étude a confirmé l’identité des deux souches 1225 et 1229 avec 
celle isolée de la glace alimentaire 1228. Toutes les trois étaient du 
type biochimique «a», c’est-d-dire rhamnose positif en vingt-quatre 
heures, xylose négatif, et du lysotype 49 [4]. 

La quatriéme souche 1226 appartenant au type biochimique «d », 
acidifiant xylose et rhamnose en vingt-quatre heures, et au lysotype « 8 », 
i] était évident que ce malade s’était contaminé autrement que par la 
glace. Les renseignements supplémentaires fournis par le D™ Menantaud 
ont pleinement confirmé cette supposition. Le malade n’avait rien de 
commun épidémiologiquement avec les deux autres. La souche avait été 
isolée cing mois avant d’une coproculture sur SS, pratiquée de maniére 
systématique sur le personnel des cuisines des diverses unités. 

Les observations sont nombreuses, américaines, 1usses, allemandes et 
italiennes, de petites ou de grandes épidémies ot: la contamination par 
Sh. sonnei est attribuée a lV’eau, au lait ou A un mets quelconque. 

Toutefois dans la plupart des cas l’aliment incriminé que tous les 
malades ont mangé est entiérement consommé, comme le signalent 
Voikulesku et coll. [2], ou bien les restes en sont jetés, comme dans 
Vobservation de Ehrenkranz et coll. [3]. Le germe n’a pas été recherché 
dans les aliments consommés, dans les cas décrits par Simonetti [4], 
ou a été recherché et non isolé dans 1’épidémie des enfants d’age sco- 
laire décrite par Gaase et coll. [5]. 

Keller et coll. [6] parlent d’une épidémie a Sh. sonnei en phase I 
dans une école, mais le mets contaminé n’a pas été déterminé. 

Feig [7], dans une étude sur 926 épidémies, souligne que les affec- 
tions gastro-intestinales dues aux Shigella sont rares. Sur 14 épidémies 
de dysenterie, 13 avaient comme agents des Shigella, dont trois fois 
Shigella sonnei. Le lait et les produits Jaitiers étaient incriminés pour 
deux épidémies, l’eau pour trois, divers aliments pour les autres. La 
question des preuves bactériologiques n’est pas évoquée. 

Bien que notre observation soit limitée 4 deux cas, elle est complete, 
en ce sens que les souches isolées des selles des malades et celle de la 
glace sont identiques au point de vue de leurs caractéres biochimiques 
et de la lysotypie. 

Dans de nombreuses observations ot un mets quelconque est incri- 
miné, c’est par déduction qu’on met en cause un aliment, mais rare- 
ment la preuve bactériologique confirme le soupgon. 

L’intérét épidémiologique des types biochimiques de Sh. sonnet 
n’est pas 4 rappeler [8]. Déja le fait que la souche 1226 était xylose 
positive en vingt-quatre heures et celle de la glace xylose négative indi- 
quait que ce malade n’avait pas été contaminé par la souche isolée de 
la glace. La lysotypie apporte une preuve de plus ; cette derniére aug- 
mente les possibilités de dépister la source de contamination ; en la 
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pratiquant on subdivise le méme type biochimique en plusieurs lyso- 
types. 

L’isolement de la souche 1226 du personnel des cuisines montre 
Vintérét des examens systématiques pour découvrir les porteurs de 
germes ou des malades qui ne s’inquiétent pas de troubles intestinaux 
plus ou moins marqués. 


Résumé. — L’enquéte épidémiologique a permis de déterminer la 
source de contamination dans deux cas de dysenterie & Sh. sonnei. Une 
souche isolée de la glace alimentaire consommée par les malades possé- 
dait les mémes caractéres biochimiques et appartenait au méme lyso- 
type que les souches obtenues par coprocultures. 

Cette observation souligne l’importance épidémiologique de la capa- 
cité d’utiliser ou non le xylose et de la lysotypie de Sh. sonnei. 


SUMMARY 


StupiEs on A Shigella sonnei STRAIN ISOLATED FROM ICE. 


The origin of the contamination in two cases of Sh. sonnei dysen- 
teria was demonstrated by the epidemiological survey. A strain was 
isolated from the ice used in the patients’ food : it possessed the same 
biochemical properties and belonged to the same phage-type as the 
strains isolated from the patients’ stools. 

This observation shows the importance for epidemiological surveys 
of two characters of Sh. sonnei: the capacity of attacking xylose and 
the phage-type. 
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SUR LES DIFFICULTES RENCONTREES 
DANS LA CARACTERISATION DES SOUCHES 
BACTERIENNES TELLURIQUES 


par M. A. CHALVIGNAC. 


Unstitut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol) 


La microflore du sol, constituée d’une infinie variété d’especes micro- 
biennes, a suscité de nombreuses recherches en vue d’une détermina- 
tion et d’une classification des souches isolées. Ces études ont porté 
principalement sur les caractéres morphologiques, la coloration de 
Gram, les réactions biochimiques et le pouvoir de synthése (besoins en 
facteurs de croissance) de ces bactéries. Ainsi a pu étre mise en évi- 
dence la fréquence des Bacillus, Mycoplana, Corynebacterium, Pseudo- 
monas, etc. Malgré les nombreux tests les plus divers utilisés par les 
différents auteurs, il est rare, dans l’état actuel de la systématique, de 
pouvoir aller jusqu’a déterminer 1’espéce. 

Nous avons repris cette étude, nous référant aux clés de détermina- 
tion du Manuel de Bergey, mais l’incapacité de certains microorga- 
nismes du sol a se développer sur les milieux usuels, tel le bouillon 
peptoné, en rend Jl’utilisation impossible sans modification. Ce sont 
ces difficultés qu’il nous a semblé intéressant de préciser. 

Des dilutions-suspensions de terre servent & ensemencer des boites de 
Petri 4 l’extrait de terre gélosé préparé selon la technique habituelle [4]. 
Au bout de sept jours d’incubation 4 28°, on préléve toutes les colonies 
d’une boite renfermant 50 colonies environ, que l’on repique sur 
milieu liquide a l’extrait de terre. Aprés vérification de la pureté des 
souches, tous les germes sont conservés sur le milieu gélose-extrait de 
terre-extrait de levure de Lochhead [2]. 

Chaque souche a ensuite été repiquée sur bouillon nutritif, milieu 
convenant parfaitement a la culture de la majorité des germes patho- 
genes ou saprophytes de la bactériologie courante. Aprés incubation de 
cing jours a l’étuve A 28° on constate que 10 souches sur 50, mises en 
culture, n’ont pu proliférer sur ce milieu. Deux questions se posent 
donc : 

1° Existe-t-il um principe actif dans l’extrait de terre, indispensable 
4 certains microorganismes du sol et manquant dans le bouillon nutritif ? 


2° Le bouillon a-t-il un pouvoir inhibiteur ? 


Nous n’avons pas cherché 4 déterminer ce principe, mais 4 le mettre en 
évidence en comparant la croissance dans une série de milieux mieux 
définis allant d’une solution minérale [3] 4 un milieu trés complexe. 

Milieu minéral ; 

Milieu minéral + caséine (apportant surtout des acides aminés) ; 


30 * 
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Milieu minéral + caséine + extrait levure (apportant des vitamines et 


facteurs de croissance) ; 
Milieu minéral + caséine + extrait levure + extrait de terre. 


TaBLeAu I. 


Caséine + Bouillon 1/2 
Caséine + |x, de terre Bouillon 1/10 
Bouillon] Caséine |Ex. de levure!Ex,. de levure Bouillon 1/100 


WE 1/10 [100] 
' 


Lf Sa ei ies Goat Weel Tel fhe | 


tl te tt+ettit+ 
ee 
10 Pen egy = 
ete ates! fe 
fe oh ts SS 0 


L’examen du tableau I montre que: 


1° Trois souches ne se contentent pas d’hydrolysat de caséine + extrait 
de levure, mais nécessitent en plus l’apport d’extrait de terre. Il existe 
donc bien un principe actif spécifique dans l’extrait de terre, que nous 
n’avons pas cherché & identifier, éventuellement « Terregens factor » [4]. 


2° La totalité des souches proliférant sur le milieu le plus complexe, 
il est surprenant que le bouillon, milieu trés riche, soit aussi défavorable 
a la prolifération des germes du sol si, de plus, il n’avait pas un pouvoir 
inhibiteur. 


MISE EN EVIDENCE D’UN POUVOIR INHIBITEUR. — Les dilutions du bouillon 
au 1/2, 1/10, 1/100 avec de l’eau distillée ont permis la culture de 
trois souches incapables de pousser dans le bouillon non dilué. 

Nous avons ensuite cherché & préciser la concentration inhibitrice 
vis-a-vis de deux souches poussant sur extrait de terre seulement. 

Les milieux suivants ont été utilisés : 

1° Extrait de terre pur. 

2° Extrait terre, 1 partie ; bouillon nutritif, 1 partie. 

3° Extrait terre, 1 partie ; bouillon, 3 parties. 

4° Extrait terre, 1 partie ; bouillon, 4 parties. 

5° Bouillon seul. 


Chacun de ces milieux a élé ensemencé et la croissance enregistrée 
au biophotométre (fig. 1). 


L’observation des courbes montre que, dés que la proportion de 
bouillon nutritif atteint 50 p. 100, le pouvoir inhibiteur se manifeste 
et qu'il est total aux concentrations supérieures. 


ConcLusions. — Il apparait que le bouillon nutritif ne peut systéma- 
tiquement étre utilisé comme milieu de base pour l’isolement et la 
détermination des germes du sol, puisque 10 p. 100 au moins des 
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souches telluriques sont incapables de l’utiliser. Nous pensons qu’il est 
préférable de substituer au bouillon un milieu minéral avec adjonc- 
tion d’extrait de terre. Dans ces conditions nous avons toutes les chances 
possibles de permettre la croissance de cette partie de la microflore qui 
nous parait réellement constituer la flore autochtone. Ce sont en effet 
ces germes que l’on rencontre dans les dilutions les plus poussées, 
donc les plus abondants lors d’ensemencements avec des suspensions- 
dilutions de terre. 

L’étude, en particulier, des fermentations sucrées qui tient une 
grande place dans la détermination des espéces, devra ¢tre effectuée 
en milieu minéral additionné d’extrait de terre (10 4 15 p. 100). Sur le 


1) Extrait terre seul 
2) Extraitterre 1 partie 


ee Bouillon 1 partie 
Zo- 5) Extraitterre 1 partie 
Bouillon 3 parties 


4) Bouillon seul 


—_— — 


pourcentagedelumitre transmise 


DEG San ON 2 4 OCI 2ON 22 meo siieures 


Biosys 


méme principe doivent étre adaptés les milieux pour rechercher la 
formation d’indole a partir du _ tryptophane, celle d’acétylméthyl- 
carbinol, la réduction des nitrates, etc., tous caractéres biochimiques 
utilisés dans les clés de détermination. 


SUMMARY 


ON THE DIFFICULTIES MET WITH IN THE DETERMINATION 
OF BACTERIAL STRAINS IN SOIL. 


Nutrient broth cannot be used as a basal medium for isolation and 
determination of soil bacteria : 10 p. 100 at least of soil bacterial strains 
are unable to grow on it. 

A mineral medium + soil extract yields better results. 

The study of glucides fermentation, which is very important for the 
determination of bacterial species, should be carried out on mineral 
medium + soil extract (10 to 15 %). Media used for the demonstra- 
tion of indol, acetyl-methyl-carbinol, nitrates reduction, etc., should 
be adapted according to the same principle. 
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UNE METHODE NOUVELLE 
POUR LA MESURE QUANTITATIVE 
DE L’ACTIVITE PECTINOLYTIQUE AEROBIE 
DES TERRES 


par P. KAISER et M.-A. CHALVIGNAC. 


(Institut Pasteur, 
Service des Anaérobies et Service de Microbiologie du Sol) 


La mesure de l’activité pectinolytique d’une terre par le procédé de 
Wieringa [4, 2] demeurait jusqu’ici le seul procédé valable pour ce 
genre d’étude. Cette technique sur plaques offre toujours des avantages 
incontestables ; elle permet de reconnaitre rapidement la qualité des 
groupes d’espéces pectinolytiques en cause (bactéries chromogénes ou 
non, actinomycttes, champignons) et rend facile Visolement de ces 
espéces. Les inconvénients de la technique sur plaques se placent donc 
sur le plan quantitatif: il est souvent impossible de compter les 
godets de la pectinolyse dans les faibles dilutions (10—', 10, 10—%), 
car les microorganismes non pectinolytiques y croissent en trop grand 
nombre. Enfin, cette technique ne s’aligne pas avec les techniques 
actuelles de numération (en tubes) de la microbiologie du sol ; elle ne 
permet ni la comparaison avec les autres fonctions du sol, ni 1l’établis- 
sement de courbes d’activité pour une terre donnée. 

Nous basant sur le principe de Wieringa, nous avons mis au point 
un milieu en tubes pour parer aux désavantages cités plus haut : 


Miniev W,t. 
A. — Couche de gélose : 


GOlOS CPS oss act amener eile oce ice tetcek Roe ee ee 15 ¢ 
Chlionunemdemcal ciuinmeess ee et eee eee eee a fee 
HA. (CASHINEC™ reer ao cias ta cease otra. ere eee ee 1000 cms 


aprés filtration, ajuster 4 pH 7,3 avec de la soude diluée, répartir 
4 raison de 3 cm? par tube de 22, stériliser vingt minutes A 120° C 
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B. — Couche de pectine : 


Pectinemdes pomme (Lassen see aera ee ae seen 8 ¢ 
INNES, CFU Go ooac0concunsas dhonnodhogaeoncuces 22g 
Solution standard de Winogradsky [3] ............... 50 ems 
BxiRoltecd Cm CORne: tron bones cratieqners tye cra an ea en rete mero 50 ems 
1 SEONG Sai rere syene oe eee or ee a ee ae oe 900 ems 
LOSS. GS ROUGE a WAN) cedoccbonsconnannansonseroues 5 cm3 


_La préparation de la solution de pectine demande quelques précau- 
tions, car cette pectine fortement déméthylée ne se mélange pas faci- 
lement avec l’eau. Si l’on posséde un « mixer », la pectine est mise 
directement dans la solution aqueuse chauffée & 80° C et on mélange 
jusqu’a obtention d’une solution homogéne. Dans le cas contraire, on 
mettra la poudre de pectine dans un bocal de 2 1 rigoureusement sec ; 
la pectine est alors « mouillée » avec 15 cm? d’éthanol A 96° et la solu- 


dilutions 


2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 jours 


tion aqueuse chauffée & 80° C est versée d’un seul trait sur le mélange 
pectine-alcool. 

Le pH de la solution est ensuite porté & 8 avec 5 cm? de lessive de 
soude au 1/10 par litre de milieu. On répartit 4 raison de 15 cm? par 
tube de 22. Pour la stérilisation, on porte l’autoclave 4 120°C et lon 
arréte le chauffage au moment ou cette température est atteinte. De 
cette facon, la dégradation de la molécule de pectine est réduite au 
minimum. Le pH se trouve alors 4 7,2. Au moment de l'emploi, chaque 
tube de gélose (solidifiée) recoit 2 cm? de la solution de pectine au 
moyen d’une pipette stérile de 10 cm%. Les tubes ainsi préparés sont 
rapidement ensemencés avec 1 cm*® de la dilution de terre (concentra- 
tion finale de pectine : 5,33 p. 1000). Les solutions de pectine sont 
complétement gélifiées par le calcium aprés six heures environ de 
contact avec la gélose. L’attaque de la pectine par un microorganisme 


(1) Société Unipectine, pectine ruban rouge. 
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se traduit par une liquéfaction visible du gel de pectine. Les lectures 
se font tous les jours jusqu’au dixiéme jour, puis on peut les espacer 
de trois ou quatre jours jusqu’au vingtiéme jour. 

Nous rapportons ici l'étude de quatre terres de nos régions. Comme 
contréle elles sont ensemencées en méme temps sur plaques (milieu 
de Wieringa modifié). La terre n° 1 est un terreau artificiel de pépins 
de raisin, humide, de couleur brun-noiratre, de pH 4 (fig. 1). 

Le n° 2 est une terre de jardin brun-gris, sableuse, de pH 7,5, pré- 
levée dans l’enceinte de l’Institut Pasteur. Le n° 3, de pH 6,3, repré- 
sente les terres de grandes cultures, brun-ocre, lourdes et compactes des 
plateaux des environs de Paris (Villacoublay). 

Enfin, le n° 4 est un terreau de feuilles du parc de Saint-Cloud ; 
joel ee 

Le terreau de pépins de raisin (n° 1) est pauvre en microorganismes 
et pauvre aussi en microorganismes pectinolytiques qui sont ici des 
champignons. I] n’y a pectinolyse que le quatriéme jour et elle ne 
dépasse pas la dilution 10—*. La terre n° 2 de jardin posséde une micro- 
flore pectinolytique mixte, bactérienne et fungique. Les bactéries sont 
responsables de l’attaque rapide (dés le deuxiéme jour) et de la régu- 
larité de descente de la courbe. Cette attague se poursuit jusqu’a la 
dilution 10—*. Les champignons pectinolytiques sont dominants et en 
assez grand nombre dans la terre n° 3 de grande culture. La liqué- 
faction des gels de pectine ne commence qu’entre le quatriéme et le 
cinquiéme jour et la descente est brusque et rapide. Nous avons observé 
également ce phénoméne sur plaques: les colonies fungiques ne 
montrent, dans la plupart des cas, aucun godet durant les quatre pre- 
miers jours de leur existence ; puis, lorsque la colonie fungique devient 
suffisamment grosse, les godets de digestion apparaissent nettement. 
A partir du seiziéme jour, la courbe n° 3 amorce une nouvelle descente 
due a la prolifération tardive d’actinomycétes. Ces germes sont donc 
nombreux dans cette terre, mais leur croissance est lente. Le dessé- 
chement des milieux n’a pas permis de poursuivre ce phénoméne 
au dela du vingtiéme jour. Le terreau n° 4 est remarquablement actif 
du point de vue pectinolyse. Grace aux bactéries, la pectinolyse s’amorce 
dés le deuxiéme jour ; les champignons en trés grand nombre deviennent 
actifs le cinquiéme jour et provoquent une chute brusque de la courbe 
qui s’abaisse ensuite lentement pour aboutir A la dilution 10—. 

Les résultats notés au vingtitme jour permettent d’exprimer encore, 
par l’intermédiaire des tables de Mac Cready, le nombre approximatif 
de germes pectinolytiques par gramme de terre. 

Nous aurons pour la terre n° 1 : 17 500 ; pour la terre n° 2 : 3 000 000 ; 
pour la terre n° 3 : 9500 000 ; pour la terre n° 4 : 18.000 000 de germes 
par gramme de terre. 

Ces chiffres n’ont aucune signification réelle, puisqu’il s’agit souvent 
de champignons, mais ils permettent de comparer sommairement les 
terres entre elles. 

Les résultats sur plaques viennent pleinement confirmer crualitati- 
vement et quantitativement les résultats obtenus sur le milieu Nor 


Résumé. — Basé sur le principe de Wieringa, un milieu nouveau en 
tubes est élaboré pour l’étude de l’activité pectinolytique en aérobiose 
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d’une terre. Il s’aligne parfaitement avec les techniques actuelles de la 
microbiologie du sol, et permet, comme le montre 1’étude de 4 terres, 
d’obtenir des courbes de pectinolyse réguliére et de comparer ainsi 
les différentes terres entre elles. 


SUMMARY 


A NEW METHOD FOR A QUANTITATIVE DETERMINATION 
OF AEROBIC PECTINOLYTIC ACTIVITY IN SOIL. 


Description of this new method, based on Wieringa’s principle. It 
perfectly fits into the present techniques of soil microbiology and allows 
to obtain regular pectinolysis curves, and therefore to compare different 
soils (four different soils have been studied). 


* 
kk 


Nous remercions M. le Professeur J. Pochon et M. le Professeur 
A.-R. Prévot, qui ont bien youlu s’intéresser A ce travail. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les Annales 
de l'Institut Pasteur : 


Préparation d’antigénes pour la déviation du complément dans 
le diagnostic sérologique des affections a virus Coxsackie, 
groupe B, par L. Rossa et M™ J. Virar. 


Comparaison de deux souches de peste porcine au moyen de 
l’interférence avec le virus grippal en cultures cellulaires, 
par M™e J. JanowsKa. 


Etude de l’action de la microflore des sols sur différents 
substrats. — I. Principes et description des techniques, par 
R. Moreau, M. Jacop et J. Auvcrirer. 


Délimitation de la notion de formes L des bactéries : proto- 
plastes, sphéroplastes et formes L, par R. Tuxasne, R. Minckx, 
A. Kirn et J. Kremset. 


Comparaison du pouvoir bactéricide des associations d’anti- 
biotiques au sein du groupe érythromycine-spiramycine- 
carbomycine-oléandomycine sur les staphylocoques patho- 
génes, par R. Cruzer, M. Verner, R. Vaurs et M. Ciuzex-Nicay. 
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Vaccination d’animaux de laboratoire avec des streptocoques. 
— I. Vaccination avec des germes tués par la chaleur. — 
Il. Avec des germes virulents, vivants, sous protection 
d’antibiotiques, par F. Boyrr. 

Contribution au diagnostic bactériologique des méningites a 
Listeria monocytogenes, par L. A. Rosin et H. Macanrp. 

Présence, dans le sérum humain, d’hétéro-agglutinines spéci- 
fiques des antigénes A et C du cheval, par M™ L. Popiiacnoux. 

Contribution 4 la connaissance du mode de multiplication du 
bacille tuberculeux. Les bacilles acidophiles, par J. Decommisr. 

L’allergie cutanée dans la pseudo-tuberculose expérimentale 
du lapin, par J. R. Hexivy, E. pe Laverene, J. C. Burnin, J. Scumitrr 
et G. PERCEBOIS. 


ELECTIONS 


MM. Alouf, Asso, Biguet, Bréchot, Carvalho de Sousa, Cayeux, 
Febvre, Grenier, Guy Martin, Robba, Tran Ba Loc, M™* Fontaine- 
Doucet et Virat, sont élus membres de la Société Frangaise de Micro- 
biologie. 


LIVRES REQUS 


Prinatale Infektionen. — 1 vol., 192 p., 55 fig., S. Karger, édit., Bale, 
1959. Prix: 34 francs suisses. 


Ce volume contient toutes les communications qui ont été présentées 
au Colloque sur les Infections prénatales qui s’est tenu a Vienne 
(Autriche) les 29 et 30 mai 1959. Il traite de la pathogénie de ces 
infections en général, des infections prénatales chez les mammiféres 
(infections dues 4 des virus, 4 des bactéries, des protozoaires, des cham- 
pignons), du mode d’action de divers virus chez l’embryon humain, 
de l’immunologie (passage des anticorps de la mére a l’enfant), des 
perturbations neurologiques, conséquences de ces maladies, de leur 
rdle dans la mortalité avant et aprés la naissance, etc. Tous les 
mémoires, rédigés en allemand, comportent un résumé en anglais. 


He 
J. André Thomas. — Problémes d’ultrastructures et de jonctions 
nucléaires. 1 vol., 22 p., 67 fig., Masson et Cie, édit., Paris, 1959. 


Prix : 42 NF. 


Il s’agit du cinquiéme volume des Exposés actuels de Biologie cellu- 
laire publiés sous la direction de J. André Thomas. Son titre méme 
met bien l’accent sur les inconnues qui subsistent dans le domaine 
du noyau cellulaire. Il comporte sept articles : Ultrastructure et fonc- 
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tion de la membrane nucléaire, par C. A. Baud. La physiologie du 
nucléole, par A. Ficq. Etat physique des désoxyribonucléoprotéines, par 
H. Lenormant. L’ultrastructure des chromosomes, par P.-P. Grassé. 
Relations entre la structure des désoxyribonucléoprotéines et la struc- 
ture des chromosomes, par H. Lenormant. L’extraction des acides 
nucléiques biologiquement actifs : les acides nucléiques infectieux, par 
J.-P. Faure. L’influence des fonctions du cytoplasme sur le noyau 
pendant la croissance, par A. D. Glinos. 

De nombreuses figures, en particulier de trés belles photographies 
en microscopie électronique, illustrent l’ouvrage. Eom 


F. G. J. Hayhoe. — Leukaemia. Research and clinical practice. 1 vol., 
335 p., 12 planches en couleurs, 196 illustrations noir et blanc. 
J. et A. Churchill, édit, Londres, 1960. Prix: 80 s. 


Cette excellente monographie trés bien présentée résume l’essentiel 
de nos connaissances sur les leucémies humaines. Le livre est divisé en 
quatre sections principales. Aprés un bref résumé historique et une 
étude des méthodes de classification utilisées, sont présentées les 
données concernant la fréquence et 1’étiologie de la maladie, les résultats 
statistiques de mortalité dans les différents pays, la fréquence des diffé- 
rentes formes, l’influence de l’4ge, du sexe, de la race et de l’hérédité. 
Elle se termine par les analogies existant avec la leucémie expérimentale 
chez l’animal. 

Le deuxiéme chapitre concerne |’étude de la cellule leucémique avec 
les différents aspects de cytologie et cytochimie, biochimie, métabolisme, 
antigénicité, immunologie et étude cellulaire. Le traitement de toutes 
les formes de leucémies a l’aide de la radiothérapie, des isotopes et des 
antimétabolites est résumé dans le troisitme chapitre, ainsi que le 
traitement des différentes complications. 

Enfin sont développées les différentes formes cliniques de leucémie 
aigué et de leucémie chronique, granulocytaire et lymphocytaire, ainsi 
que les différentes formes rares et les problémes diagnostiques qui 
sont posés. 

Une discussion sur la nature et la nosologie de la leucémie termine 
cet exposé avec les relations entre les leucémies et les réactions leucé- 
moides ainsi que les autres processus de prolifération myéloide et 
lymphoide. 

D’excellentes planches en couleurs ainsi que des photographies en 
noir et blanc illustrent ce volume. 

Parmi les différents ouvrages consacrés 4 la leucémie, celui-ci mérite 
de figurer en premiére ligne. ALE. 


F. M. Burnet. — Principles of animal virology, 2° édit., 1 vol., 490 p. 
Academic Press, New York et Londres, 1960. Prix: $ 12. 


Les progrés dans le domaine de la virologie ont été si rapides au 
cours des derniéres années que la seconde édition de cet ouvrage est 
tres différente de la premiére, qui ne remonte pourtant qua cing ans. 
La rédaction est enti¢rement nouvelle pour prés de la moitic du livre. 
Certains chapitres ont été complétement remaniés, de facon a mettre 
mieux en lumiére les nouveaux sujets de recherches. La culture des 
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tissus en partliculier, d’introduction relativement récente, a permis 
d’entreprendre l’étude de nombreux problémes de pbhysiologie, de 
structure, de multiplication des virus, de relations virus-cellules, 
d’immunité, de titrage des anticorps, etc. La question du bactériophage 
et des recombinaisons entre virus s’est également transformée. L’auteur 
termine son ouvrage en proposant une Classification et une nomen- 
clature des virus, sans en dissimuler les difficultés. Hee 


M. Florkin et H. 8. Mason. — Comparative biochemistry. A comprehen- 
sive treatise. Vol. IL: Free energy and biological function. 1 vol., 
685 p. Academic Press, New York et Londres, 1960. Prix : $ 20,00. 


Ce traité de biochimie comparée est prévu en six volumes. Le tome I 
concernait les sources biologiques d’énergie libre. Ce tome IJ qui vient 
de paraitre est l’étude de l'utilisation de cette énergie libre dans 
Vensemble des fonctions biologiques. 

Les premiers chapitres traitent des mécanismes d’utilisation de 
l’énergie libre dans les différentes biosynthéses (phosphates, glucides, 
protéines, urée). Les chapitres suivants concernent la transformation 
de lénergie libre en énergie mécanique (contraction musculaire et 
autres mécanismes produisant du mouvement ; transport actif ; méca- 
nismes de diffusion de l’eau, des électrolytes et des non-électrolytes ; 
mécanismes d’osmo-régulation). Enfin les deux derniers chapitres 
traitent de la conduction nerveuse et de la décharge électrique, ainsi 
que du phénoméne de bio-luminescence. 

Cet ouvrage, d’une excellente présentation, sera trés utile a tous les 
biochimistes qui pourront y trouver par ailleurs une abondante biblio- 
graphie. Bagkts 


J. S. Mitchell. — Studies in radiotherapeutics. 1 vol., 274 p., Blackwell 
Scientific Publications, Oxford, 1960. Prix : 52 s. 


Cet ouvrage s’efforce de résumer nos connaissances concernant le 
mécanisme des radiations ionisantes et comprend, notamment, un 
chapitre important relatif a leffet de substances sensibilisatrices a 
Veffet des rayonnements et un autre qui donne un protocole permettant 
de procéder a des essais cliniques judicieux. G. M. 


Deuziéme Conférence Internationale des Nations Unies sur l’Utilisation 
de l’Energie Atomique a des fins pacifiques. Vol. I, VII, VIII, IX 
et X. Nations Unies, Genéve, édit. 


La seconde Conférence Internationale sur ]’Utilisation de l’Energie 
Atomique a des fins pacifiques s’est réunie 4 Genéve en septembre 1958 
et les rapports et communications qui y ont été présentés et qui 
concernent la biologie ont été publiés. Ils embrassent les différents 
aspects de lutilisation des radio-isotopes en médecine, en biologie, en 
agronomie et représentent un instrument de travail particuliérement 
précieux. G. M. 
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